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RESUMEN 
 
Salmonella representa un importante problema de salud pública mundial y es una 
amenaza emergente de zoonosis bacteriana en la industria avícola. Se estima que el 47% 
de los casos de salmonelosis humana tienen orígenes avícolas. Este patógeno se puede 
adherir y formar biofilms en diversas superficies que se encuentran en las granjas y 
plantas de procesado de alimentos lo que puede dificultar su control. Debido a la 
persistencia de los biofilms de Salmonella en los ambientes de procesamiento de 
alimentos luego de la limpieza y saneamiento, las estrategias de control y erradicación en 
la industria avícola deben ser constantemente estudiadas. 
En los últimos años se ha intensificado el abordaje de investigaciones enfocadas en el 
control de biofilms en la industria de los alimentos. En este sentido, se plantean 
alternativas a los agentes químicos que presentan ciertas desventajas debido a su 
toxicidad y a la resistencia que presentan los patógenos formadores de biofilms. En este 
contexto, las bacterias lácticas se perfilan como una alternativa de gran interés para el 
biocontrol de microorganismos patógenos. Tanto las bacterias lácticas y sus metabolitos 
son Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS) y alternativas inocuas para el 
biocontrol de Salmonella en la cadena de producción avícola, evitando así los problemas 
de la utilización de desinfectantes químicos y antibióticos. En este trabajo se determinó la 
formación de biofilms por Salmonella mediante diversas técnicas frecuentemente 
utilizadas en el estudio de biopelículas y el empleo de bacterias lácticas y sus metabolitos 
para prevenir y/o controlar la formación de biofilms por estas bacterias patógenas en 
distintas condiciones de cultivo y sobre diferentes superficies comúnmente encontradas 
en la industria avícola. Se evaluó también la expresión de genes asociados a la formación 
de biofilm de Salmonella durante la incubación en presencia de una cepa de lactobacilo 
que resultó inhibidora, lo cual no ha sido previamente documentado en la 
bibliografía.  Por último, se estudió el efecto de los lactobacilos y sus metabolitos para la 
inhibición de la formación de biofilm de Salmonella sobre la superficie de la cáscara de 
huevo, donde representa un problema de contaminación. 
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1. Enfermedades transmitidas por alimentos  
 
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son aquellas producidas por el 
consumo de alimentos y agua contaminados por microorganismos o parásitos, o las 
sustancias tóxicas que ellos producen, representando un importante problema de salud 
mundial, siendo especialmente vulnerables los grupos de niños, embarazadas y ancianos 
que son menos resistentes a las enfermedades. Las ETAs se clasifican en cinco categorías: 
infecciones, intoxicaciones, desórdenes alimentarios metabólicos, alergias y 
enfermedades propias de la idiosincrasia. Las dos primeras pueden afectar a todas las 
personas, mientras que las otras tres están asociadas a determinados individuos de cierta 
población. Los agentes infecciosos alimentarios actúan principalmente a nivel del tracto 
gastrointestinal, especialmente el intestino delgado, ya que estos agentes son ingeridos 
con los alimentos. Las infecciones son causadas por la presencia de microorganismos 
viables en el sitio de inflamación, los cuales luego se multiplicarán. Incluyen bacterias, 
parásitos, virus, etc.  
Los alimentos involucrados con más frecuencia en las epidemias y casos de ETAs son 
aquellos de origen animal. En el 48% de las epidemias ocurridas entre 1973 y 1987, donde 
se identificó el vehículo, los productos involucrados eran carne bovina, huevos, carne 
porcina, carne de aves, pescados, crustáceos, moluscos o productos lácteos (FAO/WHO). 
Según un estudio realizado en Estados Unidos en 2011, se estima que 14 patógenos 
transmitidos por los alimentos causan 14.1 billones de dólares en costos de enfermedad y 
la pérdida de 61000 años ajustados por calidad de vida (QALY), siendo los responsables de 
más del 90% de esta carga atribuida a cinco patógenos: Salmonella spp., Campylobacter 
spp., Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii y norovirus. En el “top ten” de la 
combinación patógeno-alimento se encuentra Salmonella en cuatro puestos asociada a la 
producción, las aves de corral, los huevos y las comidas complejas procesadas (sin carne y 
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compuestos de múltiples ingredientes) como se muestra en la Tabla 1 (Adaptado de Batz y 
Hoffman, 2011). 
 
Ranking 
Combinación 
patógeno-
alimento 
QALY Costo enfermedad* Enfermos Hospitalizaciones Muertes 
1 Campylobacter- Aves de corral 9541 1257 608231 6091 55 
2 Toxoplasma- Cerdos 4495 1219 35537 1815 134 
3 Listeria- Fiambres 3948 1086 651 595 104 
4 Salmonella- Aves de corral 3610 712 221045 4159 81 
5 Listeria- Lácteos 2392 724 434 397 70 
6 Salmonella- Procesados 3195 630 195655 3682 72 
7 Norovirus- Procesados 2294 914 2494222 6696 68 
8 Salmonella- Producción 2781 548 170264 3204 63 
9 Toxoplasma- Carne 2541 689 20086 1026 76 
10 Salmonella- Huevos 1878 370 115003 2164 42 
Total  36915 8151 3861128 29830 765 
Figura 1. Evaluación de pérdidas económicas y el impacto en la Salud Pública de las 
principales combinaciones patógeno-alimento  
QALY (año de vida ajustado por calidad). * U$ Millones.  
 
Estos datos permiten visualizar el impacto que estos patógenos tienen sobre la salud 
pública y las pérdidas económicas que representan las enfermedades que causan. De esta 
manera, mejorar la producción de alimentos resultad indispensable y debería ser la 
estrategia para disminuir o evitar estas situaciones.  
Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) constituyen uno de los problemas 
de salud más relevantes. La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que se 
producen unos 1700 millones de episodios de diarrea por año lo que ocasiona millones de 
muertes en niños menores de 5 años yse calcula que del 15 al 70% de esos casos son 
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causados por alimentos contaminadosEntre las bacterias asociadas a estos brotes se 
incluyen Vibrio cholerae, Escherichia coli, Salmonella spp., y Cronobacter sakazakii. Los 
brotes ocasionados por patógenos emergentes y reemergentes ocurridos en los últimos 
años ponen de manifiesto la debilidad de los programas de control de alimentos para 
prevenir las ETA.  
Según el boletín epidemiológico de febrero de 2014, los eventos de transmisión 
alimentaria estudiados durante 2013, la mayor parte de los casos positivos para diarreas 
bacterianas se debieron a Shigella (n=4191) con predominio de S. flexneri (n=3029), 
seguido por Salmonella (n=944), con predominio Salmonella enteritidis (n=203), y 
finalmente Escherichia coli (n=429), donde E. coli enteropatógena (n=369) predomina 
sobre el resto. 
 
2. Agentes microbianos causantes de ETAs 
 
Los microorganismos responsables de ETAs incluyen bacterias, virus, parásitos, sustancias 
químicas, tóxicos de origen vegetal, metales y sustancias tóxicas provenientes de 
plaguicidas, herbicidas o fertilizantes utilizados en la industria agropecuaria. Sin embargo, 
las principales causantes de ETAs son de origen bacteriano. Dentro de las bacterias, las 
más frecuentemente encontradas en infecciones alimentarias son Salmonella, 
Campylobacter y Clostridium perfringens. Otras menos frecuentes son Listeria 
monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Shigella, Vibrio cholerae, Bacillus 
cereus y Streptococcus grupo A. 
Con frecuencia, los patógenos emergentes sobreviven a los sistemas de conservación y 
tratamientos utilizados tradicionalmente. Aunque la refrigeración y la acidificación 
resultan útiles para el control de patógenos, no son suficientes para controlar algunos 
patógenos emergentes. Por este motivo, es necesario aplicar los sistemas de barreras 
múltiples en los cuales la acción sinérgica de diversos tratamientos sub-letales 
(tratamiento térmico, temperatura de almacenamientos, pH, aditivos, potencial redox, 
microorganismos competidores) permiten la obtención de alimentos seguros.  
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Debe tenerse en cuenta además la tendencia de estos microorganismos para formar 
biopelículas o biofilms. Los microorganismos en biofilms constituyen comunidades 
complejas embebidas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares por ellos 
producida, que permite su adhesión tanto a superficies inertes como vivas, confiriendo a 
esta forma de vida una buena protección frente al uso de desinfectantes y agentes 
microbianos (Flemming y Wingender, 2010). 
 
3. El género Salmonella spp. 
 
El género Salmonella spp. incluye a bacilos gram negativos pertenecientes a la familia 
Enterobacteriaceae Orden Enterobacteriales, Clase Gamma-Proteobacteria (Garrity et al., 
2004) que contiene dos especies, S. enterica y S. bongori (Brenner et al., 2000). S. enterica 
se divide en seis subespecies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica) 
conociéndose actualmente más de 2600 serovariedades (Imen et al., 2012). La mayoría de 
las Salmonellae que causan enfermedades, con algunas importantes excepciones, son las 
pertenecientes a Salmonella enterica subespecie enterica. Los agentes que causan la 
fiebre entérica son Salmonella entérica subespecie enterica serovar Typhi y serovar 
Paratyphi A, B y C. Son anaerobios facultativos, no esporulados y no poseen cápsula. Son 
bacterias quimioorganotróficas, capaces de metabolizar la glucosa con producción de 
ácido o ácido y gas mediante los procesos de oxidación y fermentación, son catalasa 
positivos y oxidasa negativos, reducen el nitrato a nitrito y tienen un contenido de G+C del 
39-59% (Bergey's, 2005). Algunos miembros de este género son móviles debido a flagelos 
peritricos a excepción de Salmonella Gallinarum y Pullorum que son no móviles.  
 
4. Patogénesis de Salmonella 
 
Miembros del género Salmonella son zoonóticos y pueden causar enfermedades en 
humanos y animales. Según la OMS, la dosis infectiva o cantidad necesaria para causar 
una respuesta clínica de la enfermedad en seres humanos adultos es relativamente baja 
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en Salmonella siendo de 104 a 109 para Salmonella Tiphy y de 105 a 109 para especies de 
Salmonella no Typhi por gramo, dependiendo del alimento en el que se encuentre. Se ha 
encontrado en algunos casos que de 1 a 10 bacterias pueden constituir una dosis 
infecciosa humana (D´Aoust et al., 1991, Kapperud et al., 1990). 
La patogenicidad de Salmonella enteritidis es atribuida principalmente a su capacidad para 
invadir células no fagocíticas, sobrevivir y crecer dentro de macrófagos y células 
dendríticas (Gal-Mor et al., 2014). En el intestino delgado, las bacterias se adhieren a las 
células mucosas, células cilíndricas del epitelio intestinal (enterocitos) y células M 
especializadas que recubren las placas de Peyer. Si resisten la competencia con la 
microflora normal por los sitios de fijación y evaden a acción de la inmunoglobulina A, 
invaden los enterocitos y células M desencadenado por la transducción de señales 
dependiente de energía. Se desencadenan entonces dos eventos intracelulares: la entrada 
de Ca+2 y una nueva disposición del esqueleto de las células hospedadoras. Esto produce la 
formación de una evaginación de la membrana alrededor de las bacterias adherentes 
provocando la captación pinocítica del patógeno (Jones, 1997). 
Las bacterias dentro de las células se encuentran en vesículas endocíticas donde 
comienzan su replicación luego de unas horas de la invasión. Estas vacuolas se translocan 
desde el polo apical de las células hospedadoras hasta el basal donde son liberadas dentro 
de la lámina propia (Isberg y Van Nhieu, 1994; Polotsky et al., 1994). Luego, las bacterias 
translocan a los folículos intestinales linfoideos y al drenaje de los ganglios linfáticos 
mesentéricos y algunas pasan a las células reticuloendoteliales del hígado y bazo (House 
et al., 2001).  
Salmonella es capaz de sobrevivir y multiplicarse en las células mononucleares fagocíticas 
de los folículos linfoideos del hígado y el bazo. Luego de 7 a 14 días de incubación, el inicio 
de una bacteremia secundaria sostenida da como resultado una enfermedad clínica. Un 
factor de virulencia importante es la enterotoxina diarregénica que se libera en el 
citoplasma de la célula huésped, que produce la liberación de líquido hacia a luz intestinal 
por una secreción neta de iones Cl- en las criptas de la mucosa intestinal y menor 
absorción de Na+ a nivel de las vellosidades intestinales (D'Aoust, 1991). El patrón clínico 
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de la salmonelosis puede dividirse en: gastroenteritis; fiebre entérica; bacteremia con o 
sin infección extraintestinal; y un estado asintomático. 
La contaminación humana ocurre a través de la ingesta de agua y alimentos 
contaminados, lo que puede causar gastroenteritis o fiebre tifoidea, las cuales 
representan un grave problema de salud pública. Según datos de la European Food Safety 
Authority (EFSA), Salmonella fue el primer causante de brotes de toxoinfección 
alimentaria en la UE (EFSA, 2009) y posteriormente la segunda causa más común de 
infección gastrointestinal (European Centre for Disease Prevention and Control, 2013). Las 
infecciones provocadas por Salmonella son generalmente tratadas con antibióticos, 
aunque la emergencia de la resistencia a antibióticos plantea la necesidad de buscar 
alternativas de control tales como plantas medicinales y probióticos entre otros (Dougnon 
et al., 2017). 
La formación de biofilm es un mecanismo de virulencia utilizado por Salmonella spp. para 
subsistir a cambios físicos y químicos del entorno (Costerton et al., 1999). Esto contribuye 
a su resistencia y persistencia tanto en el huésped como en otros medioambientes, 
especialmente en las plantas procesadoras de alimentos, pudiendo formar biofilms tanto 
en superficies bióticas como abióticas (Steenackers et al., 2012). Su matriz extracelular 
está formada principalmente por celulosa, fimbrias y curli, lo que promueve la unión e 
interacción entre las células del biofilm (Steenackers et al., 2012). 
 
5. Salmonella en la industria avícola 
 
La presencia de Salmonella en la granja avícola tiene un gran impacto económico y genera 
un gran impacto en la salud pública ya que puede contaminar los productos derivados y 
trasmitir la bacteria a los humanos. Diversos casos humanos registrados de salmonelosis 
han mostrado orígenes avícolas. La carne de pollo y los huevos son la mejor fuente de 
proteína de alta calidad y son muy necesarios para los millones de personas que viven en 
la pobreza (Farrell, 2013). Se estima que las aves de corral representarán la mayor parte 
del crecimiento de la carne consumida durante la próxima década (Conway, 2016a). Por 
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otro lado, la producción mundial de huevos alcanzó un hito significativo en 2015, llegando 
a más de 70 millones de toneladas métricas por primera vez en su historia, el equivalente 
a 1338 mil millones huevos. El aumento en la producción mundial de huevos entre 2000 y 
2015 fue 38.7%, una tasa promedio de 2.2% por año (Conway, 2016b). 
Este marcado aumento en la producción de carne y huevos de aves de corral puede verse 
afectado por la contaminación causada por diferentes microorganismos que y la 
capacidad de formación de biofilms de estos microorganismos podrían representar una 
fuente de persistencia en los ambientes de producción. La adhesión de Salmonella a las 
superficies de los alimentos fue el primer fenómeno reportado y publicado sobre 
biopelícula bacteriana transmitida por los alimentos (Duguid et al., 1966).  
La distribución de serotipos de Salmonella de fuentes avícolas varía geográficamente y 
cambia con el tiempo, aunque varios serotipos se encuentran consistentemente con una 
alta incidencia (Gast, 2013). En Europa y en Argentina se observa que tanto Salmonella 
Enteritidis (SE) como S Typhimurium (ST) son las serovariedades más frecuentemente 
asociadas con enfermedades humanas. Además, el número de casos reportados de 
salmonelosis en seres humanos causados por SE se va reduciendo de a poco, mientras que 
los producidos por ST van en paulatino aumento (Caffer et al., 2010; European Food 
Safety Authority, 2011; Mancini, 2013). Mientras que SE es la serovariedad que más se 
transmite verticalmente en las aves (European Food Safety Authority, 2011), ST es la 
serovariedad que tiene mayor propensión a presentar multirresistencia a antibióticos (Hur 
et al., 2012). Las salmonelosis son enfermedades complejas que con frecuencia ocasionen 
infecciones mixtas de varios serotipos combinados en las mismas granjas e inclusive en los 
mismos animales. Se ha descripto que pueden co-existir infecciones duales en las mismas 
granjas y ahora con técnias moleculares modernas se ha demostrado que este fenómeno 
puede ocurrir con frecuencia (Pulido-Landínez et al., 2014). Mientras que la prevalencia de 
Salmonella entérica en huevos comercializados en supermercados de Entre Ríos es baja 
(Soria, 2012), la prevalencia en algunas empresas de pollos parrilleros de país es mucho 
más alta, de hasta un 45% (SENASA, 2012). La contaminación con esta bacteria en carne 
de ave, huevos y productos avícolas puede ocurrir en múltiples etapas a lo largo de la 
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cadena alimentaria, que incluye producción, procesamiento, distribución, 
comercialización minorista, manipulación y cocción (Dookeran et al., 2012). La 
modernización de las granjas avícolas y la globalización del comercio de aves también ha 
desempeñado un papel clave en la propagación de la infección (Velge et al., 2005). 
Los biofilms pueden jugar un papel crucial en la supervivencia de Salmonella en 
condiciones ambientales desfavorables, como granjas avícolas y mataderos de pollos 
(Wang et al., 2013). En estudios realizados por Marin y colaboradores (2009), 
aproximadamente 50% de las cepas de Salmonella aisladas en granjas avícolas fueron 
capaces de producir biofilms. Las bacterias pueden formar biopelículas en los alimentos 
producidos, y también en áreas de procesamiento de granjas avícolas como paredes, 
pisos, tuberías y desagües, y en superficies de contacto, como acero inoxidable, aluminio, 
nylon, caucho, plástico, poliestireno y vidrio (Schonewille et al., 2012; Wang et al., 2013). 
Varios agentes químicos están disponibles comercialmente para la eliminación de 
Salmonella. Sin embargo, diferentes estudios mostraron una alta prevalencia de 
Salmonella en muestras ambientales después de la limpieza y desinfección en pollos de 
engorde y gallineros, demostrando que la desinfección no fue efectiva contra las bacterias 
en una situación de campo (Davies y Breslin, 2003; Rose et al., 2000).  
 
6. Adhesión bacteriana a superficies  
 
La adhesión es la unión entre una bacteria y un sustrato, cuya interacción puede ser 
eliminada únicamente entregando cierta cantidad de energía. Las bacterias se adhieren a 
sustratos mediante interacciones iónicas o Coulómbicas, a través de puentes de 
hidrógeno, por interacciones hidrofóbicas (Duncan-Hewitt, 1990) o por complejos de 
coordinación que involucre iones metálicos multivalentes. 
 
El mecanismo de adhesión puede ser altamente estereoespecífico o no serlo, como en el 
caso de una bacteria cuya superficie es altamente hidrofóbica con un sustrato que 
también lo es (Bibiloni et al., 2001). La hidrofobicidad superficial bacteriana ha sido 
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relacionada intensamente con la adhesión bacteriana. Se ha encontrado que las bacterias 
se unen preferentemente a una superficie de colonización sólida en diversos hábitats 
donde se encuentran sumergidas en líquido, tales como los dientes humanos o rocas 
sumergidas (Marshall, 1985).  
Existen algunas propiedades superficiales relacionadas con la dhesión a superficies tales 
como la autoagregación, que se define como la capacidad de una bacteria de 
interaccionar con otra de su misma especie en suspensión, formando cúmulos 
microbianos que sedimentan al fondo del tubo. Como es un fenómeno de superficie, se 
encuentra íntimamente relacionado con las propiedades superficiales de las bacterias 
(Bibiloni et al., 2001; Canzi et al., 2005). En este sentido, la determinación de la capacidad 
de autoagregación, así como la hidrofobicidad superficial, pueden ser utilizadas como un 
criterio preliminar en la búsqueda de bacterias capaces de adherirse a superficies (Li et al., 
2015). En la etapa inicial del desarrollo del biofilm se han descripto dos mecanismos 
mediante los cuales las células bacterianas toman contacto con dicha superficie. En uno 
de los mecanismos, las células planctónicas individuales se adhieren al sustrato mediante 
la expresión de adhesinas superficiales y posiblemente también factores de motilidad 
pueden estar involucrados (O´Toole y Kolter, 1998). Las bacterias así adheridas reclutan 
otras de la suspensión a través de autoaglutininas formando microcolonias (Beloin et al., 
2008). En Salmonella, las autoaglutininas mediadoras son las fimbrias curli (Collinson et 
al., 1993). Además, las células individuales pueden migrar a lo largo de la superficie, por 
ejemplo, utilizando pili tipo IV, y luego agregar junto a otras células bacterianas (Dunne, 
2002). El segundo mecanismo ocurre a partir de células que se agregan en suspensión y 
seguidamente se asientan en el sustrato para iniciar la formación de biofilm (Kragh et al., 
2016). Estos dos mecanismos pueden darse simultáneamente como se muestra en el 
esquema de la Figura 3 (adaptado de Trunk et al., 2018). 
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Figura 3. Mecanismos de adhesión inicial en la formación de biofilm. La autoagregación 
se ha relacionado con las etapas iniciales de la formación de biofilms.  
 
También se ha encontrado que las bacterias pueden agregarse en la interfaz agua-aire y 
agua-hidrocarburo. El interés particular que este fenómeno representa en la salud es que 
permite la interacción entre la superficie de la célula bacteriana y las células animales en 
las primeras etapas de la fagocitosis o la infección. Existe evidencia que muestra que un 
factor importante de este fenómeno es la interacción hidrofóbica de las superficies (Ofec 
et al., 1983). 
 
7. Biofilms bacterianos 
 
Las bacterias pueden encontrarse creciendo en dos posibles estados: planctónico (en 
suspensión) o adherido a la superficie formando biofilms. Se ha reportado que el 99% de 
todas las células bacterianas existen en forma de biofilms mientras que sólo 1% vive en 
estado planctónico (Sanclement et al., 2005; Radaman et al., 2005), y que el 80% de todas 
las infecciones bacterianas están relacionadas a biofilms (Hall-Stoodley et al., 2009). 
Durante la mayor parte de la historia de la microbiología, los microorganismos se han 
caracterizado principalmente como planctónicos, células libremente suspendidas y 
descritas sobre la base de sus características de crecimiento en medios de cultivo 
nutricionalmente ricos. Descrito por primera vez por van Leeuwenhoek, quien observó en 
1674 los microorganismos de la placa dental con un microscopio, se conoce que los 
microorganismos se adhieren y crecen en superficies expuestas embebidas en una matriz 
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polimérica exhibiendo un fenotipo distintivo con respecto a la transcripción de genes y a 
la tasa de crecimiento a sus contrapartes planctónicas (Donlan, 2002).  
Estas comunidades de microorganismos se encuentran adheridos irreversiblemente a una 
superficie o interfase, embebidos en una matriz extracelular compuesta principalmente de 
polisacáridos, pero que también poseen proteínas, ácidos nucleicos, agua y otros 
componentes. Las células que forman parte de estas estructuras expresan características 
fenotípicas particulares diferentes a sus contrapartes planctónicas. 
Pueden estar constituidos por microorganismos de la misma especie, de distinta especie e 
incluso por diferentes géneros microbianos. 
La formación de biofilm se produce en 5 etapas distinguibles como se observa en la Figura 
4 (Stoodley et al., 2002; Mizan et al., 2015).  
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Figura 4. Etapas de la formación de biofilm  
 
En primer lugar, algunas células pasan del estado planctónico a adherirse débilmente a la 
superficie. Este paso depende de las propiedades fisicoquímicas de la superficie celular 
(Ferreira et al., 2010) y de la superficie de adhesión (Van Houdt y Michiels, 2010). Para 
que pueda iniciarse el proceso, se ponen en juego fuerzas electrostáticas o Van der Waals. 
Varias estructuras de superficie bacteriana tales como las fimbrias, flagelos y polisacáridos 
extracelulares están involucradas en la adhesión de células bacterianas (Latasa et al., 
2005; Anriany et al., 2006; Kim y Wei 2009; van Houdt y Michiels 2010). 
Introducción ______________________________________________________________  
- 27 - 
 
En la segunda etapa, las interacciones débiles pasan de ser reversibles a irreversibles con 
la presencia de exopolisacárido (EPS) o ligandos específicos como pili o fimbrias formando 
un complejo con la superficie (Stoodley et al., 2002). 
La tercera etapa se caracteriza por la agregación de células en microcolonias y se da la 
mayor producción de EPS que une con mayor fuerza las células y el sustrato estabilizando 
la colonia frente a las condiciones ambientales adversas (Donlan, 2002). La acumulación 
de bacterias y el reclutamiento de éstas desde el medio puede deberse al mecanismo de 
comunicación entre células conocido como quorum sensing, donde la respuesta se debe a 
la diferente concentración de moléculas señales. A medida que a población bacteriana 
aumenta, también lo hace la concentración de señales y una vez alcanzada la 
concentración umbral, se dice que la población ha llagado al quorum. Esto desencadena la 
expresión de genes específicos tales como la producción de exopolisacáridos (Annous et 
al., 2009). 
En la cuarta etapa el biofilm madura y se desarrolla dentro de una estructura organizada 
que puede tener una forma achatada o tipo hongo, dependiendo de la fuente nutricional 
(Parsek y Tolker-Nielsen, 2008). De este modo, las bacterias crecen formando 
microcolonias complejas y heterogéneas con canales que permiten el intercambio de 
nutrientes y desechos desde y hacia el interior y el exterior de la estructura del biofilm 
(Flemming y Wingender, 2010).  
En la última y quinta etapa, algunas células del biofilm se liberan y vuelven al estado 
planctónico. De esta forma pueden colonizar otros nichos o superficies (Sauer, 2002). 
Efectos externos, tales como fuerzas de cizalla y agotamiento de nutrientes y procesos 
internos dentro del biofim tales como la degradación enzimática o liberación de EPS o 
proteínas de unión a superficie, provocan el desprendimiento de las células en el biofilm 
(McDougald et al., 2012). Se observa entonces que el proceso de formación de biofilm es 
activo y requiere de grandes niveles de regulación.  
La formación de biofilm es una estrategia que desarrollan los microorganismos para 
resistir a condiciones desfavorables para su desarrollo, como la presencia de antibióticos y 
agentes desinfectantes, cambios de pH o temperatura, el sistema inmune del huésped o 
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baja disponibilidad de nutrientes. Las células en biofilm tienen la capacidad de 
intercambiar componentes genéticos y esto puede facilitar la adquisición de nuevos genes 
para virulencia y supervivencia ambiental (Donlan, 2002; Giaouris et al., 2015). Dentro del 
biofilm, la taza de transferencia horizontal de genes es muy elevada, principalmente 
debido a la presencia de pili, apéndices capilares bacterianos que permiten además la 
adhesión a superficies y que poseen un rol estructural muy importante (Costerton, 2007). 
 
8. Matriz de los biofilms 
 
La matriz extracelular del biofilm está formada principalmente por sustancias poliméricas 
extracelulares producidas por las propias bacterias, tales como ácidos nucleicos, proteínas 
y polisacáridos, siendo el más común la celulosa, aunque también el ADN extracelular 
juega un importante rol en el establecimiento de la estructura (Whitchurch, 2002). Estas 
inmovilizan las células y las mantienen en cercana proximidad, permitiendo intensas 
interacciones, incluyendo la comunicación célula-célula y la conformación de 
microconsorcios sinérgicos. Los exopolisacáridos presentes en las bacterias se pueden 
ubicar en forma ordenada o desordenada según las condiciones ambientales (Lembre, 
2012) y pueden interactuar con otras moléculas cumpliendo variadas funciones. Así, la 
interacción entre exopolisacáridos y proteínas tienen tanto un rol estructural como una 
función específica. Por ejemplo, algunas proteínas son enzimas y cumplen la función de un 
sistema digestivo externo a la célula (Wicker-Böckelmann, 1987). La presencia de EPS 
secretados son responsables de la adhesión, agregación y estabilidad de los biofilms y le 
confieren protección frente a los antimicrobianos, así como mayor elasticidad lo que 
aumenta la resistencia a acciones mecánicas, cambiando su forma en respuesta a la 
aplicación de una fuerza (Stoodley, 2002). La estabilidad de la matriz de los biofilms 
depende del grado de entrecruzamiento de los exopolisacáridos y las interacciones débiles 
entre las moléculas, tales como fuerzas electrostáticas atractivas, fuerzas repulsivas 
(evitan el colapso), puentes de hidrógenos, fuerzas de Van der Waals y fuerzas iónicas 
atractivas (Flemming, 2010).  
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Se han encontrado varias funciones asociadas a la matriz de los biofilms (Flemming, 2010): 
i) Adhesión, permitiendo los primeros pasos en la colonización de superficies bióticas y 
abióticas por la presencia de polisacáridos, proteínas, ADN y moléculas anfifílicas en la 
matriz; ii) agregación de células bacterianas, es decir la unión entre ellas; iii) cohesión del 
biofilm formando una red polimérica hidratada que confiere estabilidad mecánica 
mediante compuestos neutros y cargados; iv) retención de agua manteniendo el 
microambiente hidratado aún en condiciones de baja humedad; v) barrera de protección 
confiriendo resistencia a los sistemas de defensa del huésped y tolerancia a varios agentes 
antimicrobianos; vi) absorción de compuestos orgánicos e iones inorgánicos; vii) actividad 
enzimática permitiendo la digestión de macromoléculas exógenas; viii) intercambio de 
información genética por transferencia horizontal; ix) donor/aceptor de electrones 
permitiendo reacciones redox, entre otras posibles funciones asociadas. Sin embargo, la 
composición de la matriz es difícil de determinar por la variedad de sus componentes y 
porque estos dependen de los microorganismos presentes, de las fuerzas de cizalla que se 
experimentan, de la temperatura y de la disponibilidad de nutrientes (Flemming, 2010).  
 
9. Biofilm de Salmonella 
 
Las características generales de formación de biofilm se aplican a todos los 
microorganismos, incluído el género Salmonella. Esta bacteria tiene un ciclo de vida en el 
cual la colonización se alterna con períodos de supervivencia fuera del huésped (Winfield 
et al., 2003). La formación de biofilm le permite a la Salmonella poder sobrevivir tanto 
durante la colonización como en condiciones externas al huésped. De esta manera, se 
puede encontrar biofilm de Salmonella tanto en superficies abióticas (plástico, cemento, 
vidrio, acero inoxidable y otras) (Arnold et al., 2000; Joseph et al., 2001; Chia et al., 2009; 
Stepanović et al., 2004), como bióticas tales como semillas, hojas y raíces de plantas, 
células animales epiteliales (Ledeboer et al., 2006; Misselwitz et al., 2011) y cálculos 
biliares (Prouty y Gunn, 2003; Steenackers et al., 2011). 
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Las estructuras más estudiadas de la matriz extracelular de los biofilms de Salmonella son 
las fimbrias curli y la celulosa. Estas estructuras son además los componentes más 
importantes en los morfotipos RDAR (rojo, seco y rugoso, por sus siglas en inglés) formado 
durante el crecimiento en placas de agar con rojo congo. Este morfotipo está relacionado 
con la capacidad de formación de biofilm (Römling et al., 1998; Gerstel y Römling, 2003). 
La co-expresión de estos componentes estructurales resulta en una red hidrofóbica bien 
empaquetada de células en una red compacta (Zogaj et al., 2001). Otros componentes 
importantes del proceso de formación de biofilm de Salmonella son otras fimbrias, BapA, 
flagelos, ácido colánico, la cápsula aniónica del antígeno O y ácidos grasos, los cuales 
varían considerablemente con las condiciones ambientales aplicadas (Steenackers et al., 
2012). La fracción proteica se compone mayormente de fimbrias curli adhesivas (Tafi) 
(Römling et al., 1998), formadas por las subunidades CsgA y CsgB, las cuales son 
importantes para la colonización, persistencia e invasión del huésped (Barnhart y 
Chapman, 2006) y la proteína BapA, secretada y débilmente asociada a la superficie 
celular (Latasa et al., 2005). La fracción polisacárida está compuesta en mayor medida por 
celulosa (Zogaj et al., 2001) un polímero β-1-4-D-glucosa que da soporte a las 
interacciones célula-célula de largo alcance responsable de la textura pegajosa, y por 
cápsula antigénica O (Gibson et al., 2006) y lipopolisacáridos (Anriany et al., 2006). El 
ácido colánico contribuye a la formación de la compleja arquitectura en tres dimensiones 
en los bioflms de E. coli mientras que en Salmonella puede ser importante para la 
formación de una película compacta (Solano et al., 2002).  
La formación de biofilm en Salmonella es un proceso altamente regulado, en el cual 
intervienen varios sets de genes involucrados en la producción de la matriz del biofilm, la 
adhesión y la maduración.  Esta compleja red reguladora se esquematiza en la Figura 5. 
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Figura 5. Red regulatoria de la formación de biofilm de Salmonella (Extraído de 
Steenackers et al., 2012). 
 
El principal regulador de este proceso es csgD, un regulador transcripcional de la 
superfamilia LuxR, que activa la producción de biofilm mediante la producción de celulosa 
y curli (Römling et al., 2000). CsgD también promueve la síntesis de celulosa a través de la 
transcripción de adrA, un gen que codifica para una familia de proteínas GGDEF 
involucradas en la activación post-transcripcional de la síntesis de celulosa mediada por 
diguanosil monofosfato cíclico (c-di-GMP) (Römling et al., 2000; Zogaj et al., 2001; Garcia 
et al., 2004; Simm et al., 2004). Se ha identificado que c-di-GMP regula la transición entre 
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el estado sésil y el móvil, una parte integral de la formación de biofilm y de otros 
comportamientos multicelulares. 
Medidas de la expresión génica usando luciferasa como reportero han indicado que la 
producción de fimbrias agregativas (Tafi) pueden iniciar la formación de patrones 
superficiales en la colonia característicos del morfotipo RDAR (red, dry and rough) cuando 
se crece en medio conteniendo rojo Congo. Este morfotipo es un fenotipo multicelular 
caracterizado por la formación de un patrón de colonia mediado por fimbria y celulosa, el 
cual aumenta la resistencia de Salmonella a la desecación en ausencia de nutrientes 
(White et al., 2006). Además, se controla principalmente mediante la expresión de los 
agonistas divergentes agfDEFG y agfBAC (csgDEFG / BAC) que codifican fimbrias agregadas 
finas (Tafi o curli) (Hammar et al., 1995; White et al., 2006). AgfD es un regulador positivo 
de la producción de Tafi mediante la activación de la transcripción de agfB, y estimula la 
producción de celulosa mediante la activación transcripcional de adrA (Hammar et al., 
1995). La expresión de BapA, una proteína de superficie de gran tamaño implicada en la 
formación del biofilm, está coordinada con los genes que codifican para curli, fimbria y 
celulosa, a través de la acción de csgD (Latasa et al., 2005; Wang et al., 2016). 
La expresión de genes puede ser heterogénea y tener lugar en microcompartimentos 
formados dentro de la compleja estructura del biofilm. El análisis de expresión 
cuantitativa de S. Typhimurium demostró que CsgD se expresa de manera biestable 
durante el desarrollo de la biopelícula, donde una subpoblación de células expresa 
grandes cantidades de CsgD y se dedica a la producción de celulosa mientras que otra 
subpoblación que expresa pocas cantidades de CsgD y tiene un fenotipo móvil. La 
heterogeneidad fenotípica puede servir para mantener el potencial de desarrollo de la 
población (Grantcharova et al., 2010). En Pseudomonas aeruginosa, se ha demostrado que 
la motilidad puede contribuir al establecimiento de una arquitectura madura de las 
biopelículas (Klausen et al., 2003). Además, la generación de heterogeneidad en una 
población clonal es una estrategia para maximizar las posibilidades de supervivencia en un 
entorno en constante cambio. Consistente con esta hipótesis, las células que expresan 
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CsgD se han demostrado ser más resistentes a los desinfectantes y a la desecación a largo 
plazo. 
 
La formación de biofilm le da a Salmonella una mayor resistencia a diferentes tipos de 
estrés ambiental respecto de su contraparte planctónica y como muestra ser el modo 
predominante de vida en el crecimiento bacteriano in situ, existe un vínculo directo entre 
la contaminación en ambientes de procesamiento de alimentos y la contaminación del 
producto final alimenticio (Olsen et al., 2003; Rasschaert et al., 2007). Por lo tanto, la 
persistencia de esta bacteria en biofilm es una fuente de contaminación de Salmonella y 
puede significar un importante riesgo para la salud. 
 
10. Impacto de los biofilms de Salmonella en la industria avícola 
 
La Salmonella representa un importante problema de salud pública mundial y es una 
amenaza bacteriana zoonótica emergente en la industria avícola donde las aves y los 
huevos son portadores de varios serotipos de Salmonella, siendo un vehículo para 
numerosos casos de infecciones humanas (Davies y Wales, 2010; Patel y Sharma, 2010). 
Cuando el proceso de limpieza en la industria alimentaria es ineficaz, las bacterias pueden 
formar una biopelícula en varias superficies, lo que mejora la tolerancia bacteriana al 
estrés, incluida la reducción de la susceptibilidad a desinfectantes, y promover la 
biocorrosión de equipos, que promueve la contaminación cruzada. Además, se producen 
pérdidas económicas dada la pérdida de energía debido al aumento fricción, mayor 
resistencia a la transferencia de calor y pérdida de presión (Mulcahy et al., 2008). 
Salmonella Enteritidis y otras serovariedades han sido consideradas una de las causas más 
comunes de gastroenteritis por intoxicación de origen alimentario en humanos dada su 
distribución a nivel mundial y sus implicaciones en salud pública debido a su transmisión a 
través de diversos alimentos, principalmente de origen avícola ya sea por una inadecuada 
cocción del pollo y huevos o por contaminación cruzada con otros alimentos. Se ha 
reportado que los alimentos de origen animal contaminados, especialmente huevos y 
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productos derivados de los huevos, están asociados a brotes de salmonelosis humana 
(Chousalkar et al., 2016). Mundialmente, Salmonella entérica subsp. entérica se ha 
registrado como una de las causas más comunes de gastroenteritis humana, una 
enfermedad que causa infamación del intestino y diarrea auto-limitante, produciendo 
unos 94 millones de casos y 150000 muertes por año (Majowitcz et al., 2010). 
El contenido interno de los huevos recién puestos es un ambiente generalmente estéril. 
Pero al momento de la oviposición, los huevos tienen cierto grado de contaminación en la 
superficie debido al paso a través de la cloaca de la gallina. En un período de tiempo 
relativamente corto después de la puesta, en su exterior se pueden encontrar gran 
cantidad de microorganismos que, bajo condiciones apropiadas pueden penetrar en el 
interior de los huevos, crecer allí y alterarlos. Smith y Musgrove (2008) describieron que 
entre las bacterias encontradas en los huevos existen representantes de géneros tales 
como Pseudomonas, Acinetobacter, Proteus, Aeromonas, Escherichia, Salmonella, 
Serratia, Enterobacter, Flavobacterium y Staphylococcus. 
El riesgo de que un huevo se contamine por bacterias es bastante común y existen tres 
posibles vías por las cuales los microorganismos pueden contaminar los huevos: 
transmisión vertical, horizontal y lateral. Durante la transmisión vertical de Salmonella 
(desde los ovarios y oviductos infectados durante la formación del huevo), pueden darse 
tres fenómenos: la contaminación de la superficie del cascara al pasar el huevo por la 
vagina, contaminación de la yema en el ovario o contaminación durante el pasaje por el 
oviducto contaminado. Se ha encontrado que Salmonella Enteritidis se aloja en forma 
permanente en los tejidos reproductivos de las gallinas, donde el contenido del huevo 
puede ser infectado previo a la formación del cascarón (Okamura et al., 2001). Las gallinas 
ponedoras no suelen presentar síntomas de la enfermedad cuando se infectan y 
continúan su postura y alimentación normalmente, así las infecciones en el ovario con 
Salmonella Enteritidis resultan en la eclosión de huevos infectados (Cox et al., 2000; 
Miyamoto et al., 1997). 
La transmisión horizontal ocurre cuando Salmonella Enteritidis penetra el cascarón que ha 
sido contaminado con las heces de la gallina depositadas en el exterior del huevo al pasar 
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a través de la cloaca (Gast et al., 1990). Además, Salmonella puede penetrar a través de 
los poros del cascarón (si está presente en la superficie del huevo) a medida que este se va 
enfriando, antes de que se seque la cutícula. 
Una vez que el cascarón se ha formado, Salmonella puede establecerse en el interior del 
huevo antes de que se desarrolle en la superficie la barrera proteica que previene la 
invasión de bacterias, lo cual permite que este microorganismo colonice y sobreviva en el 
contenido interno del huevo (De Reu et al., 2006).  Una vez dentro, Salmonella se localiza 
en la albúmina, migra a través de ella y penetra la membrana vitelina hasta alcanzar la 
yema, un ambiente rico en nutrientes y libre de antimicrobianos. Para ello necesita poder 
enfrentar el contenido de péptidos antimicrobianos como la lisozima, la ovotransferrina y 
el alto pH, presentes en la albúmina (Guan et al., 2006).  En este sentido, Edwards y 
colaboradores (2002) propusieron que Salmonella Enteritidis posee un único set de genes 
de resistencia que están ausentes en otras serovariedades y por otra parte que los 
mecanismos de regulación de genes compartidos entre las distintas serovariedades le 
permitirían a Salmonella Enteritidis sobrevivir a las condiciones ambientales internas del 
huevo. 
En la transmisión lateral la infección ocurre por contaminación a través del alimento, 
agua, e instalaciones o vectores, tales como aves silvestres, roedores, animales 
domésticos y humanos. La capacidad de penetración al interior del huevo por Salmonella 
aumenta con la duración del contacto con material contaminado, especialmente en 
condiciones de almacenamiento a altas temperaturas y alta humedad relativa (Kaiser y 
Lamont, 2001), pudiendo esta bacteria persistir por largos períodos de tiempo. 
 
11. Control de los biofilms en la industria alimentaria 
 
La formación de biofilms en la industria representa una problemática dado que los 
microorganismos presentan mayor tolerancia a los desinfectantes de uso habitual, 
además de desarrollarse en superficies y lugares de difícil acceso y la alta capacidad de 
propagación o re-colonización. A esto se suma la incapacidad para poder visibilizarlos y 
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que aún no se han desarrollado métodos de control efectivos y económicos que se 
puedan implementar en granjas de producción intensiva. Los microorganismos pueden 
catalizar reacciones químicas y biológicas causando la corrosión de metales en tuberías y 
tanques, y pueden reducir la eficiencia de la transferencia de calor si los biofilms son lo 
suficientemente gruesos en intercambiadores de calor de placas y tuberías (Mittelman, 
1998; Vieira et al., 1993). 
Muchos microorganismos patógenos forman biofilms en contacto con las superficies 
presentes en los establecimientos de producción, elaboración, envasado y conservación 
de alimentos. La adhesión de Salmonella en superficies alimentarias fue el primer reporte 
publicado (Duguid et al., 1966). Luego se han reportado en varias publicaciones la 
capacidad de numerosos patógenos adheridos a alimentos o a superficies de la industria 
alimentaria tales como Lysteria monocytogenes, Yersinia enterocolítica, Campylobacter 
jejuni y Escherichia coli O157:H7. Esto puede convertirse potencialmente en un reservorio 
de contaminación alimentaria o de transmisión de enfermedades. 
 
11.1 Estrategias de prevención 
Dado que la producción de biofilm les confiere a las bacterias resistencia frente a los 
agentes desinfectantes, desarrollar estrategias para prevenir su formación en ambientes 
de industrias alimentarias es la mejor manera de erradicarlos (Coughlan et al., 2016). 
Además de adoptar medidas de limpieza y desinfección más efectivas, debe tenerse en 
cuenta el diseño de instalaciones y equipos ya que tienen esquinas, grietas, válvulas y 
juntas inaccesibles, que son puntos vulnerables para la acumulación de biopelículas 
(Chmielewski y Frank, 2003). El uso de equipamiento adecuado junto con programas de 
higiene efectivos permite la eliminación de materiales no deseados, como 
microorganismos, residuos de desinfectantes y otros materiales (Dosti et al., 2005; Simões 
et al., 2006). 
 
11.2 Estrategias de erradicación 
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Una vez que el biofilm ya está establecido, la acción mecánica es una de las principales 
medidas para su eliminación o control (Maukonen et al., 2003), porque la fricción actúa 
sobre la ruptura de la matriz, exponiendo capas más profundas y haciendo más accesibles 
los microorganismos. En general, los desinfectantes no penetran en la matriz de 
biopelículas después de un procedimiento de limpieza ineficiente y, por lo tanto, no 
destruyen toda la biopelícula (Simões et al., 2006), alcanzando solo las capas externas. Por 
lo tanto, la limpieza es el primer paso para mejorar el saneamiento de los equipos e 
instalaciones (Hayes y Forsythe, 1998). 
Aunque la utilización de altas temperaturas puede reducir la necesidad de fuerzas 
mecánicas, se ha reportado que tratamientos a altas temperaturas no aumentan la 
eficiencia de eliminación de biopelículas (Marion-Ferey et al., 2003). La erradicación de las 
biopelículas podría lograrse mediante la combinación de tratamientos con diferentes 
espectros y modos de acción (Bridier et al., 2011). Con este objetivo, se han evaluado 
numerosos procesos, asociando químicos, tratamientos naturales o físicos. Por ejemplo, 
una combinación de triclosan y sales de amonio cuaternario o furanonas halogenadas, 
antibióticos/desinfectantes, y nano y microemulsiones han sido capaces de inhibir la 
formación de biopelículas de Salmonella (Steenackers et al., 2012). 
En cuanto a los desinfectantes, estos deben ser efectivos, seguros y fáciles de manejar. 
Deben eliminarse fácilmente de las superficies, usando agua, sin dejar residuos en el 
producto final que puede afectar al consumidor (Simões et al., 2010a). Los productos 
químicos utilizados actualmente en los procesos de desinfección pertenecen a los 
siguientes tipos: compuestos ácidos, biocidas, desinfectantes a base de aldehídos, 
cáusticos, cloro, peróxido de hidrógeno, yodo, isotiazolinonas, ozono, ácido peracético, 
fenoles, biguanidas y tensioactivos (Bremer et al., 2006; Simões et al., 2006). Sin embargo, 
en algunos casos usando la concentración recomendado de desinfectante, todavía existe 
resistencia de bacterias en biofilm. Estudios recientes muestran que el uso de ácido 
peracético no fue eficiente para eliminar biofilms formados en polipropileno y poliuretano 
(Ziech et al., 2016). Una estrategia para prevenir la inducción de la adaptación bacteriana 
a desinfectantes podría ser aumentar sustancialmente la concentración del agente 
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antimicrobiano. Sin embargo, esta estrategia podría no ser totalmente efectiva, costosa y 
perjudicial para el ambiente. 
 
11.3 Estrategias alternativas  
11.3.1 Enzimas 
El uso de enzimas puede ser útil para mejorar el proceso de limpieza y son una opción 
viable para superar el problema de la formación de biofilms en la industria de alimentos 
(Meireles et al., 2016). Las enzimas pueden degradar componentes de la matriz del biofilm 
logrando así su disrupción. También pueden desencadenar la liberación de células en 
biofilm, lo que hace que una cantidad de células se desprendan de la biopelícula. Las 
enzimas pueden atacar las células bacterianas, sin embargo, la función principal de las 
enzimas es degradar los componentes de lípidos, carbohidratos y ADN de la matriz 
extracelular, cortar los enlaces entre las celdas y luego separarlas, permitiendo un rápido 
deterioro de la integridad de la biopelícula (Coughlan et al., 2016). 
 
11.3.2 Bacteriófagos 
Los fagos son virus que infectan y lisan las bacterias. Como tales, no se ven afectados por 
la resistencia a los antibióticos y, a diferencia de muchos antibióticos, pueden atacar a las 
bacterias dentro de los biofilms. Debido a la emergencia de resistencia a los antibióticos, 
el uso de bacteriófagos como herramientas para su control puede ser efectivo (Gutiérrez 
et al., 2016). Pueden coexistir con su huésped insertándose en el genoma bacteriano 
(bacteriófagos lisogénicos) o destruirlos (bacteriófagos líticos; el tipo más adecuado para 
uso terapéutico). Los bacteriófagos líticos se replican dentro de sus huéspedes y luego 
liberan muchos bacteriófagos nuevos capaces de infectar más bacterias (Harper et al., 
2014). Los bacteriófagos se consideran actualmente un complemento alternativo a los 
antibióticos para infecciones bacterianas, especialmente para la inhibición o ruptura de 
biofilms. Estos se difunden fácilmente a través del EPS (Briandet et al., 2008) y son activos 
contra biofilms pre-establecidos (Donlan, 2009). Por ejemplo, el fago T4 resultó efectivo 
contra el biofilm de E. coli en un cultivo limitado en glucosa, aunque la tasa de síntesis y 
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ensamblaje de fagos fue directamente proporcional a la cantidad de síntesis de proteínas 
en la célula huésped (Corbin et al., 2001). 
Por otra parte, muchos fagos producen despolimerasas que hidrolizan los polímeros 
extracelulares en el biofilm y desencadenan su interrupción. Por ejemplo, los fagos 
pueden difundir a través del alginato y el EPS de los biofilms de Pseudomonas (Hanlon et 
al., 2001). También pueden infectar células persistentes, permanecer latentes dentro de 
ellas, y reactivarse cuando se vuelven metabólicamente activas. Los inconvenientes de los 
fagos son sus estrechos rangos de huéspedes, aunque las mezclas de fagos o fagos 
modificados podría proporcionar soluciones interesantes aplicables en granjas de 
producción. 
 
11.3.3 Inhibidores de los sistemas de comunicación quorum sensing (QS) 
EL QS implica reconocimiento de moléculas de señalización dependiente de la densidad de 
bacterias, que resultan en la modulación de expresión génica (Skandamis y Nychas, 2012). 
La regulación de la expresión génica se ha propuesto como componente esencial de la 
fisiología de los biofilms (Parsek y Greenberg, 2005). Ramos et al. (2010) han demostrado 
que sobrenadantes libres de células de lactobacilos disminuyen las señales de quorum 
sensing (acyl homoserin lactonas) producidas por Pseudomonas aeuruginosa, un 
mecanismo utilizado por las bacterias para coordinar la formación de biofilms. 
Algunos investigadores han propuesto que la inhibición de la detección del quórum puede 
representar un antibiótico natural (Simões et al., 2010b). Varios inhibidores del QS, como 
las furanonas bromadas, han tenido éxito interfiriendo con la formación de biopelículas 
(Ni et al., 2009; Sintim et al., 2010). 
 
11.3.4 Probióticos, bacterias ácido lácticas y bacteriocinas  
El término probiótico es una palabra que significa “a favor de la vida” y se utiliza para 
designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los seres humanos y los 
animales. En la actualidad, se define como "microorganismos vivos que, cuando se 
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consumen en cantidades apropiadas, confieren al huésped efectos saludables” (Hill et al., 
2014). 
Las investigaciones sobre probióticos se han incrementado significativamente en los 
últimos años, principalmente aquellas orientadas a la aplicación en seres humanos y a la 
producción animal. En este sentido, el mayor consumo de probióticos por el hombre es en 
la forma de productos lácteos que contienen lactobacilos y/o bifidobacterias. Además de 
estas bacterias, algunas levaduras poseen también propiedades benéficas, siendo el 
género Saccharomyces el más documentado (Bourlioux et al., 2002). En el caso de la 
producción animal, los probióticos pueden aportar beneficios en la mucosa y microbiota 
intestinal, disminuir el riesgo de infecciones y el desarrollo de enfermedades en el tracto 
digestivo y tener efectos beneficiosos sobre el sistema inmune. Se ha demostrado la 
eficacia del tratamiento de infecciones urogenitales con lactobacilos (Barrons y Tassone, 
2008). Los mecanismos que explicarían tal utilidad están basados en la capacidad de los 
lactobacilos de adherirse y colonizar el tracto urogenital, previniendo e impidiendo el 
crecimiento de patógenos, y en el establecimiento de un ambiente ácido.  Los efectos 
anti-adhesivos, anti-invasivos, anti-tóxicos e inmunomodulatorios están relacionados con 
interacciones bacteria-bacteria, bacteria-molécula y bacteria-célula eucariótica y por tanto 
están involucradas las superficies bacterianas. En todos los casos mencionados, la acción 
probiótica estaría mediada por un primer paso de adhesión de la bacteria potencialmente 
probiótica a otras bacterias, células o moléculas.  
Las bacteriocinas son péptidos biológicamente activos producidos por bacterias que 
tienen propiedades bactericidas contra cepas de la misma especie y otras especies 
relacionadas. Actúan generalmente destruyendo la integridad de la membrana 
citoplasmática mediante la formación de poros, lo que resulta en un desbalance de 
metabolitos o la disipación de la fuerza motriz de protones necesaria para la producción 
de energía y síntesis de proteínas y ácidos nucleicos (Montville y Chen, 1998). El peróxido 
de hidrógeno es producido por lactobacilos constituyendo un mecanismo de defensa 
antimicrobiano no específico. Se ha comprobado que Lactobacillus brevis, Lactobacillus 
salivarius y Lactobacillus gasseri productores de H2O2 que adhirieron a células epiteliales 
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desplazan patógenos vaginales y co-agregan e inhibien el crecimiento de Gardnerella 
vaginalis (Mastromarino et al., 2002)   
Los ácidos orgánicos tales como el láctico y el acético producidos durante el metabolismo 
de las bacterias lácticas han sido ampliamente considerados como factores 
antimicrobianos. Se ha demostrado que el sobrenadante de Lb. casei subsp. rhamnosus 
inhibió el crecimiento de E. coli enterotoxigénica (ETEC) y enteropatogénica (EPEC), 
Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas 
aeruginosa, Enterococcus faecalis y Clostridium difficile (Forestier et al., 2001).  
Los lactobacilos formadores de biofilms se han utilizado como estrategia para la 
competencia y exclusión de patógenos transmitidos por alimentos en entornos de 
procesamiento de alimentos. Ouali et al. (2014) mostraron que las biopelículas que 
forman bacterias lácticas funcionan como una barrera natural o un microorganismo de 
exclusión competitiva frente a microorganismos presentes en el ambiente de 
procesamiento de alimentos, incluyendo Salmonella. Varias investigaciones han mostrado 
que las LAB son capaces de formar biofilms de especies múltiples en varios nichos y 
pueden evitar la radicación de microorganismos patógenos de manera eficiente mediante 
mecanismos de competencia, antagonismo e inhibición. Los biosurfactantes son 
compuestos anfifílicos que pueden ser producidos por LAB y están implicados en la 
dinámica de los biofilms, permitiendo la absorción y desorción bacteriana, crear canales 
para el flujo de agua y nutrientes hacia zonas más profundas del biofilm y en el 
desprendimiento de las bacterias para formar biofilm en otros ambientes (Boles et al., 
2005). Se ha demostrado que estos biosurfactantes pueden tener actividad anti-adhesivas 
e inhibitorias de patógenos tales como Escherichia coli, S. epidermis, S. aureus y levaduras 
tales como Candida sp. (Rodrigues et al., 2004, 2006a, b; Gudina et al., 2010). 
Por otro lado, se han utilizado biofilms de BAL, productores y no productores de 
bacteriocinas, como biofilms protectores para el control de patógenos como Listeria 
monocytogenes, Salmonella Typhimurium y Escherichia coli O157:H7 formadores de 
biofilms, encontrándose una reducción de hasta seis unidades logarítmicas en los 
recuentos de bacterias patógenas con respecto a los controles. Estos resultados sugieren 
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que los lactobacilos podrían ser utilizados como una alternativa para el control de la 
formación de biofilms de bacterias patógenas en la industria alimentaria, sin que esto 
implique un riesgo para los consumidores (Gómez et al., 2016). 
 
11.3.5 Proteínas de superficie y metabolitos 
Las proteínas de la superficie bacteriana son estructuras que permiten la interacción entre 
ellas o con otras estructuras del medio. Están especialmente asociadas a fenómenos tales 
como autoagregación, floculación, colonización y formación de biofilms ya que están 
involucradas en la adhesión a superficies bióticas como otras bacterias o células 
eucariotas y/o superficies abióticas.  
En general las moléculas superficiales que están involucradas en la adhesión se 
denominan adhesinas. Estas adhesinas pueden encontrarse localizadas sobre la superficie 
de la pared celular, formando apéndices celulares proteicos como las fimbrias o formando 
la capa S. La capa S es una estructura regular ubicada sobre la superficie externa de la 
célula, formada por subunidades de proteína o glicoproteína que se autoensamblan 
formando una red cristalina bidimensional de 5 a 25 nm de espesor que cubre por 
completo al microorganismo durante todas las etapas del crecimiento (Sleytr et al., 2001). 
Se distribuyen ampliamente entre los procariotas, en todos los grupos taxonómicos de los 
dominios Archaea y Bacteria, tanto gram positivos como gram negativos. La mayor parte 
de las capas S aisladas de diferentes microorganismos están compuestas por un único tipo 
de proteína o glicoproteína con masa molecular de 40 a 200 kDa (Sleytr et al., 2007). En la 
mayoría de los casos poseen una señal de secreción en el extremo N-terminal, el péptido 
señal, que dirige su pasaje al exterior celular a través de la vía secretoria general conocida 
como sistema de secreción tipo II (Boot y Pouwels, 1996). La secuencia señal consiste en 
20 a 30 aminoácidos que son escindidos luego de la traslocación a través de la membrana 
citoplasmática dando como resultado la proteína de capa S madura (Sára & Sleytr, 2000). 
En nuestro laboratorio se ha demostrado la presencia de proteínas de capa S en distintos 
Lactobacillus kefiri aislados de kefir (Garrote et al. 2004). Mientras que algunos 
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lactobacilos como Lb. kefiri presentan capa S cuyo tamaño puede variar, en otras especies 
como Lb. plantarum estas estructuras están ausentes.   
La capacidad de los lactobacilos de adherirse a las superficies e incluso formar biofilm 
sumado con las proteínas superficiales con capacidad de autoemsamblarse sobre 
diferentes superficies podrían ser utilizados como una estrategia alternativa de biocontrol 
de patógenos presentes en la industria alimentaria, especialmente aquellos capaces de 
formar biofilms, como Salmonella. 
Singh et al. (2018) estudiaron la propiedad antimicrobiana y la formación de biofilm de 
bacterias lácticas y los sobrenadantes libres de células sobre dos cepas patogénicas 
Pseudomonas aeuruginosa y Staphylococcus aureus. Encontraron que los sobrenadantes 
de diferentes lactobacilos presentaron inhibición en el crecimiento de los patógenos e 
inhibiron la formación de biofilm entre un 72-86% y que los lactobacilos disminuyen la 
actividad metabólica de los patógenos estudiados. Dado que los sobrenadantes 
neutralizados también inhiben la formación de biofilm, aunque en menor grado, se cree 
que esta capacidad puede ser por efecto conjunto de los ácidos y compuestos proteicos 
(Singh et al., 2018). Incluso se observa actividad anti-biofilm de lactobacilos tratados con 
calor y de sus sobrenadantes, sin encontrar diferencias significativas entre las células vivas 
y las muertas (Ciandrini et al., 2017). 
 
12. Antecedentes del grupo 
En nuestro laboratorio, se han estudiado las propiedades probióticas y tecnológicas de 
lactobacilos aislados de diversas fuentes alimentarias como el kefir, así como de sus 
productos metabólicos. Dentro de estos productos se pueden mencionar: ácidos 
orgánicos, vitaminas (fundamentalmente del grupo B), etanol, dióxido de carbono, 
acetaldehído, diacetilo, proteínas de superficie de algunos microorganismos que se liberan 
al medio (capa S) y exopolisacáridos (Golowczyc et al., 2007; Medrano et al., 2008; 
Garrote et al., 2010). Garrote et al. (2000) estudiaron la actividad antibacteriana del kefir, 
demostrando la capacidad inhibitoria de sobrenadantes de leche fermentada contra 
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Kakisu et al. (2007) probaron que el kefir 
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disminuye la viabilidad y la germinación de esporas de Bacillus cereus. También se 
demostró su actividad antifúngica (Gamba et al., 2015). Estudios in vitro sobre células 
epiteliales intestinales han demostrado que microorganismos aislados de kefir poseen 
capacidad de antagonizar el efecto de patógenos intestinales, tales como Escherichia coli, 
Shigella spp. y Salmonella spp. Se ha probado que cuando Lactobacillus plantarum CIDCA 
83114, aislado de kefir, es incubado sobre cultivos de la línea celular HEp-2 previene la 
unión de E. coli enterohemorrágica (EHEC) y minimiza las alteraciones causadas por el 
patógeno sobre los enterocitos. Este efecto no es dependiente de la viabilidad del 
probiótico y no puede ser explicado por exclusión competitiva (Hugo et al., 2008). 
Estudios posteriores demostraron que el antagonismo de esta cepa sobre la virulencia de 
E. coli se relaciona con su capacidad de inhibir los efectos citotóxicos de la toxina Shiga 2 
producida por EHEC (Kakisu, 2010). También se ha demostrado la capacidad cultivos 
mixtos de bacterias (Lb plantarum 83114 y L lactis 8221, Lb kefiri 8348) y levaduras 
(Saccharomyces cerevisiae 8112 y Kluyveromyces marxianus 8154) aislados de kefir de 
prevenir la invasión de Shigella sonnei y Shigella flexneri a células en cultivo HEp-2 y de 
reducir los daños celulares causados por el patógeno (Bolla et al., 2016). Cepas de 
Lactobacillus kefiri son capaces de inhibir la adhesión e invasión de Salmonella 
Typhimurium a células Caco-2/TC-7, a través de la liberación al medio de cultivo de 
proteínas de capa S. Este efecto es dependiente de la cepa en estudio y de las 
características de la capa S producida (Golowczyc et al., 2007; Mobili et al., 2010). Londero 
et al. (2015) demostraron que las propiedades antagónicas contra Salmonella de un 
cultivo mixto de cepas aisladas de gránulos de kefir (Lb plantarum 83114, Lb kefiri 8348 y 
K marxianus 8154) se mantienen después de su desarrollo en suero de leche. Se ha 
demostrado también la modulación de la respuesta inmune con microorganismos de kefir. 
Muchos microorganismos aislados de kefir han demostrado tener actividad 
inmunomoduladora. Romanin et al. (2010) demostraron la capacidad moduladora de la 
respuesta inmune innata epitelial in vitro de la cepa K marxianus 8154 y resaltaron la 
necesidad de que la levadura se encuentre viable para ejercer el efecto. Por otro lado, 
Carasi et al. (2015) demostraron que la administración a ratones de la cepa Lb kefiri 8348 
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modula la expresión de mediadores proinflamatorios y aumenta las moléculas anti-
inflamatorias tanto en sitios inductivos como efectores del sistema inmune. Del mismo 
modo, informaron un incremento en la producción de IgA y mucina por lo que este 
probiótico puede resultar importante en regulación de la homeostasis. Además, Medrano 
et al. (2011) demostraron que el polisacárido de los gránulos de kefir (kefiran) 
administrado a ratones en el agua de bebida produce una modificación del balance de 
células del sistema inmune asociado a mucosas, aumentando el número de células 
productoras IgA y macrófagos. 
Todos estos resultados indican una gran potencialidad de estos microorganismos para ser 
utilizados en la industria alimentaria, donde se necesita asegurar la inocuidad, la calidad y 
la seguridad de los alimentos. Controlar la adhesión de microorganismos a las superficies 
en contacto con alimentos es un paso esencial para cumplir los objetivos del 
procesamiento de alimentos. La mayoría de los patógenos involucrados en las 
enfermedades transmitidas por los alimentos, entre ellos Salmonella, pueden adherirse y 
formar biopelículas en la mayoría de los materiales utilizados y en casi todas las 
condiciones ambientales encontradas en plantas de producción de alimentos. Las 
bacterias lácticas pueden ser buenas candidatas para evitar la formación de biofilms de 
patógenos mediante la modificación de la superficie de adhesión, por competencia por los 
nutrientes disponibles o por la producción de compuestos antimicrobianos o anti-biofilm. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Capítulo 1 – Caracterización de la formación de biofilm por Salmonella 
 
1. Microorganismos y condiciones de cultivo 
Se seleccionaron dieciséis cepas de Salmonella entérica serovariedades Enteritidis, 
Typhimurium y Gallinarum, que son las especies a controlar indicadas por el Plan Nacional 
de Sanidad Avícola de Argentina, aisladas de pollos, aves de corral y huevos (Tabla 1) y 
fueron recibidas de la Facultad de Ciencias Veterinarias (Instituto de Genética Veterinaria) 
y Estación Agrícola Experimental (Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria). La 
información detallada sobre el método de recuperación de Salmonella fue descripto por 
otros autores (Rodríguez et al., 2018) y la identificación se realizó por prueba bioquímica 
convencional y serotipado empleando anticuerpos somáticos y flagelares. 
Serotipo 
Salmonella 
Código Origen 
Enteritidis a SE 101 Humano 
Thyphimurium b ST 102 Pollo 
Thyphimurium b ST 103 Pollo 
Gallinarum b SG 104 Pollo 
Enteritidis b SE 105 Pollo 
Enteritidis b SE 106 Pollo 
Enteritidis b SE 107 Pollo 
Thyphimurium c ST 108 Huevo 
Gallinarum c SG 109 Pollo 
Gallinarum c SG 110 Pollo 
Gallinarum c SG 111 Pollo 
Enteritidis c SE 112 Pollo 
Enteritidis c SE 113 Pollo 
Enteritidis c SE 114 Guano 
Enteritidis c SE 115 Guano 
Enteritidis c SE 116 Guano 
Tabla 1. Cepas de Salmonella a corresponde a cepas recibidas del Dr. Horacio Lopardo 
(HATL), b cepas recibidas de Dr. Gerardo Leotta, Facultad de Ciencias Veterinarias UNLP 
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CONICET y C cepas recibidas de la Estación Experimental Agrícola INTA Concepción del 
Uruguay.  
 
Excepto la cepa SE 101 que fue estudiada en nuestro grupo de investigación (Golowczyc, 
2008), el resto de las cepas no han sido estudiadas previamente. 
Los stocks bacterianos se prepararon a partir de cultivos crecidos durante 18 horas a 37°C 
en medio Luria Bertani (LB) a los cuales se adicionó glicerol al 15% v/v y se conservaron a -
80°C en criotubos. A partir de los stocks, se realizó un repique de cada cepa en medio de 
cultivo LB y se incubó a 37°C durante 18 horas. El mismo se conservó en la heladera como 
cepario de trabajo. Para los ensayos, se realizaron repiques en medio LB fresco a partir de 
estos cultivos. 
 
2. Estudios de propiedades superficiales de Salmonella 
2.1 Ensayos de autoagregación de Salmonella  
La autoagregación es la capacidad que presenta una célula bacteriana de interaccionar 
con otras bacterias de la misma población formando grumos visibles macroscópicamente 
que sedimentan clarificando el medio.  Para determinar la capacidad autoagregante de las 
cepas estudiadas, se siguió la metodología empleada por Golowczyc (2008), con algunas 
modificaciones. A partir de cultivos obtenidos como se indica en el primer punto se 
centrifugaron a 7000 xg en centrífuga Eppendorf durante 10 minutos para obtener el 
pellet de bacterias. Cada pellet se lavó con 5 ml de buffer fosfato dos veces para eliminar 
restos de medio de cultivo centrifugando en las mismas condiciones antes mencionadas y 
luego se resuspendieron las bacterias en buffer fosfato hasta lograr una DO600=1, 
mediante espectrofotómetro Spectronic 20D+ (Spectronic Instruments, U.S.) 
Se adicionaron 2 ml de estas suspensiones en cubetas de vidrio cilíndricas de 10 mm de 
diámetro las cuales se mantuvieron a 37°C en forma estática durante 20 horas. Se 
determinó la caída de DO a 600 nm registrando el valor inicial (DOi = 1) y a las 20 horas 
(DOt). Se expresó el resultado como: 
% Auto-agregación = 100*(DOi-DOt)/DOi 
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2.2 Hidrofobicidad de las cepas de Salmonella 
La hidrofobicidad de las cepas de Salmonella fue evaluada por el método denominado 
MATH (Microbial Adhesion to Hexadecan) el cual se basa en la tendencia  de  los  
microorganismos  a  adherirse  a  la superficie  de  hidrocarburos  líquidos, luego  de  un  
breve  período de contacto  (Ofek  y Doyle, 1994). Se utilizó n-hexadecano o xileno (J. T. 
Baker, Mallinckrofdt Inc.) como hidrocarburos. 
Cultivos obtenidos según lo indicado en punto 1 se centrifugaron durante 10 minutos a 
7000 xg. Cada pellet obtenido se resuspendió en PBS hasta DO600=1.  Dos mililitros de la 
suspensión se pasaron a una cubeta cilíndrica de 10 mm de diámetro y se le agregó un 
volumen de 0,4 ml de solvente orgánico hexadecano o xileno. El añadido de solvente se 
realizó evitando producir turbulencias y por lo tanto mezclado de las fases. Se midió la 
DO₆₀₀ con espectrofotómetro (DOi). Luego de mezclar las fases con vortex durante 120 
segundos se dejó reposar a temperatura ambiente hasta que las fases se vuelven a 
separar. En este paso, Salmonella se reparte entre ambas fases en función de su 
hidrofobicidad superficial, luego del tiempo indicado, se volvió a medir la DO₆₀₀ (DOf), 
donde el haz de luz pasa por la fase acuosa, como se observa en el esquema de la Figura 1. 
El porcentaje de hidrofobicidad se calculó mediante la fórmula:  
% Hidrofobicidad= (DOi-  DOf)*100/DOi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Determinación de la hidrofobicidad superficial de las bacterias 
por el método MATH 
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3. Capacidad de formación de biofilm en distintas condiciones de crecimiento 
3.1 En placa de 24 pocillos 
Se colocó 1 ml de medio de cultivo por fosa en placa de 24 pocillos (JET- Biofil, China) y se 
inoculó con 10 µl de cultivos (1/100) de diferentes cepas de Salmonella, obtenidos según 
punto 1. La placa se incubó durante el tiempo a evaluar (24 o 48 horas) a distintas 
temperaturas (20°C, 28°C y 37°C) en estufa abierta a la atmósfera. Luego de la incubación, 
se descartó el medio y se lavó cada fosa dos veces con 1 ml de PBS para eliminar las 
bacterias no adheridas. El biofilm formado se cuantificó mediante las siguientes técnicas.  
3.1.1 Cuantificación por tinción con cristal violeta  
Este método es ampliamente utilizado para cuantificar rápidamente la capacidad de un 
microorganismo de formar biofilm. Fue descripto por primera vez por Christensen et al. 
(1985) para estudiar la adherencia de estafilococos coagulasa-negativos a superficies de 
plástico y luego fue modificado para mejorar la exactitud en el estudio de la formación de 
biofilm (Stepanovic et al., 2000).  Se utilizó esta técnica con algunas modificaciones. La 
misma consiste en permitir el crecimiento de las bacterias contenidas en los pocillos de 
una placa de polietileno con 24 pocillos. El biofilm formado se cuantifica mediante tinción 
con cristal violeta, un colorante básico que se une a moléculas negativamente cargadas, 
tiñendo tanto a las bacterias adheridas a la placa como a la matriz extracelular.  Luego de 
la preparación de la placa como se mencionó en el punto anterior, la misma se dejó secar 
a temperatura ambiente durante una hora para permitir la fijación del biofilm. 
Transcurrido este tiempo, se tiñó con 500 µl de solución de cristal violeta al 0.2 % p/v 
durante 30 minutos. A continuación, se descartó el colorante y se realizaron 3 lavados 
sucesivos con 1 ml de PBS por fosa para eliminar el colorante adherido a la placa y no al 
biofilm. El colorante se extrajo con 300 µl de etanol 96° por fosa durante 30 minutos. Se 
transfirieron 150 µl del contenido de cada pocillo a una placa de 96 pocillos y se midió la 
absorbancia a 595 nm en lector de placas Biotek® Synergy HT (Biotek® Instruments, Inc. 
Vermont, USA). 
Se realizaron tres ensayos independientes con triplicados en cada uno para las 
condiciones evaluadas y luego se calcularon los promedios de cada tratamiento. Como 
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control negativo se utilizó medio de cultivo sin inocular con Salmonella en las mismas 
condiciones ensayadas.   
Para clasificar las cepas de Salmonella según su capacidad de formar biofilm se utilizó el 
criterio descripto por Stepanovic et al. (2004) y Bhowmick et al. (2011). El valor de DO de 
corte (DOc) se definió como 3 desviaciones estándar por encima de promedio de DO del 
control negativo. Los criterios de clasificación fueron: 
DO ≤ DOc= NO FORMA 
DOc< DO ≤ 2 x DOc = DÉBIL 
2x DOc <DO ≤ 4 x DOc = MODERADA 
4x DOc < DO = FUERTE   
3.1.2 Cuantificación por recuento en placa 
Se determinó el número de bacterias viables presentes en el biofilm de Salmonella 
desarrollado en placas de poliestireno. Para ello, una vez formado el biofilm según el 
punto 3.1, los mismos fueron lavados con PBS estéril para remover las células no 
adheridas y se resuspendieron las bacterias adheridas en 1 ml de PBS estéril con ayuda de 
scrapper. Posteriormente, se hace pasar a través de una aguja (25G, 0.5 x 16 mm) para 
separar los agregados celulares y se hicieron diluciones seriadas en solución salina. Los 
biofilms disgregados se sembraron en placa de ágar LB por triplicado, las cuales se dejaron 
incubar en estufa a 37°C para luego contar las unidades formadoras de colonia (UFC/ml).  
3.2 Sobre diferentes superficies 
Para determinar la capacidad de formación de biofilm de Salmonella sobre distintas 
superficies encontradas en la industria avícola, se utilizaron discos de acero inoxidable de 
tipo AISI 304 de 13 mm de diámetro, discos de vidrio de 13 mm de diámetro y 
poliestireno. Antes de cada ensayo, los discos de acero inoxidable y de vidrio se lavaron 
con dextran caliente durante 30 segundos, luego se enjuagaron con agua corriente y luego 
con agua destilada. Se realizaron 5 enjuagues con etanol 96 y por último con agua 
destilada exhaustivamente. Se esterilizaron en autoclave y se dejaron secar en estufa. Los 
discos se colocaron en pocillos de una placa de 24 pocillos e inoculados (1/100) en medio 
LB con cultivos frescos de Salmonella e incubados a 28°C durante 24 horas. La 
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cuantificación se realizó por la técnica de cristal violeta como se detalló anteriormente en 
el punto 3.1.1. Como control se utilizó medio LB sin inocular y los ensayos se realizaron 
por triplicado.  
 
4. Formación de biofilm en la superficie aire-líquido en tubo 
Para determinar visualmente la capacidad de formación de biopelícula de las cepas de 
Salmonella estudiadas se utilizó el método descripto por Weiss-Muszkat et al. (2010) y 
Aya-Castañeda et al. (2014) con algunas modificaciones. Las cepas de Salmonella se 
crecieron en medio LB tal como se indicó en el punto 1. Estos cultivos se utilizaron para 
inocular 5 ml de medio LB sin NaCl pH=7,0 al 1% v/v en tubos de vidrio de 15ml. Los 
mismos se mantuvieron en estufa a 28°C en agitación a 200 rpm durante 6 horas luego de 
lo cual se mantuvieron estáticos por 96 horas. La formación de biofilm se detectó por la 
capacidad de formar una película flotante en la interfaz aire-líquido (Latasa et al., 2012). 
Se registró en forma fotográfica la formación de una película en la interfase aire-líquido 
cada 24 horas. Se utilizaron como tubos de control medio de cultivo sin inocular en todas 
las observaciones. 
 
5. Estudio de la producción de curli y celulosa por morfología de colonia en rojo congo 
El ensayo se basó en el método descripto por Römling (2003) y Bokranz (2005). Se 
crecieron las cepas de Salmonella tal como se indicó en el punto 1. Se tomaron 10 µl de 
cultivo y se sembraron en cajas de petri conteniendo ágar LB sin NaCl suplementado con 
40 mg/L de Rojo Congo (Sigma, Saint Louis, MO) y 20 mg/L de Coomasie brilliant blue 
(Sigma, Saint Louis, MO). Posteriormente, las placas fueron incubadas durante 72 horas a 
28°C. Se realizó un registro fotográfico de la morfología de las colonias de Salmonella en 
presencia del colorante y se clasificaron según Römling et al. (2000) para Salmonella: 
RDAR fenotipo rojo, seco y rugoso. Expresa curli y celulosa. 
PDAR fenotipo rosa y lisa. Expresa celulosa. 
SAW fenotipo blanca y suave. No expresa curli ni celulosa. 
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6. Determinación de la producción de celulosa por morfotipo en calcofluor 
Para determinar cualitativamente la producción de celulosa presente en la matriz del 
biofilm de Salmonella, se utilizó la técnica descripta por Zogaj et al. (2001) con algunas 
modificaciones. Se prepararon placas de Petri de agar LB sin NaCl que contenían 200 µg/l 
de calcoflúor (fluorescent brightener 28, Sigma, Saint Louis, MO) el cual se agregó al agar a 
40°C previamente esterilizado por filtración. 
Un cultivo obtenido como se indicó en el punto 1 se centrifugó a 10000 xg durante 10 
minutos, y se resuspendió en igual volumen de PBS. Se tomaron 10 µl de las suspensiones 
de bacterias y se inocularon las placas de Petri previamente preparadas. Se incubó a 28°C 
durante 48 horas. La producción de celulosa se evaluó mediante la comparación de la 
fluorescencia de las cepas de Salmonella en transiluminador bajo luz UV (366 nm) y se 
realizó un registro fotográfico. 
 
7. Evaluación estructural del biofilm por microscopía láser confocal  
Los biofilm de Salmonella se crecieron en placa de 24 pocillos colocando en cada pocillo 
un vidrio ThermanoxTM de 13 mm de diámetro y dejando incubar en medio LB durante 48 
hs a 28°C. Luego de la incubación, se descartó el medio de cultivo y se lavó para eliminar 
las células no adheridas o planctónicas. Se tiñó con 1 ml de una solución de calcoflúor 
(Sigma, Saint Louis, MO) 1 mg/ml diluído diez veces en PBS durante 10 minutos en 
oscuridad. El calcoflúor es un fluorocromo no específico que se une a la celulosa presente 
en la matriz del biofilm de Salmonella. Luego de la incubación, se lavó el colorante y se 
agregaron 200 µl por fosa de solución conteniendo los fluoróforos SYTO 9 y Ioduro de 
Propidio diluídos 1/10000, que permite distinguir células vivas (verdes) y células muertas 
(rojas) respectivamente (LIVE/DEAD BacLight Bacterial viability kit, Thermofisher). Luego 
de 10 minutos de incubación en oscuridad, se lavó con PBS hasta sacar el resto de 
colorante. Se incubó durante 10 minutos con solución de formol 4% para permitir la 
fijación y luego se montaron los vidrios con 5 µl de medio de montaje en un portaobjetos. 
Las imágenes se tomaron con el microscopio óptico Olympus FV1000. La edición de las 
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microfotografías obtenidas se realizó mediante el software Fiji ImageJ 1.48v para 
Windows (National Institutes of Health, USA). 
 
 
Capítulo 2 – Caracterización superficial y formación de biofilm de lactobacilos  
 
1. Cepas empleadas 
Para este estudio se emplearon siete cepas de lactobacilos de la colección del CIDCA, que 
han sido caracterizadas previamente por el grupo de trabajo. Entre las principales 
características de estas cepas, destacan la capacidad o no de producir proteínas de capa S 
o exopolisacárido (EPS). Estas propiedades se resumen en la Tabla 2. 
 
Cepa Origen Capa-Sc EPS (mg/L) d 
Lb. kefiri CIDCA 83113 a AGK1 66 kDa NP 
Lb. kefiri CIDCA 8321 aAGK2 66kDa NP 
Lb. kefiri CIDCA 8344 aAGK4 71 kDa NP 
Lb. kefiri JCM 5818 bcepa de referencia 69 kDa NP 
Lb. plantarum CIDCA 83114 aAGK1 NP 100.3 
Lb. plantarum CIDCA 8327 aAGK2 NP 160.4 
Lb. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 leche NP NP 
    
Tabla 2. Cepas de empleadas en este estudio. aCepas aisladas de gránulos de kefir 
pertenecientes a la colección del Laboratorio de Microbiología del Centro de Investigación 
en Criotecnología de Alimentos (CIDCA). Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. (Garrote, 
2001).b JCM: Japan Collection of Microorganisms (Reiken, Japón). c Mobili (2008).d  Hamet 
et al., (2015). NP (no produce) EPS (exopolisacárido). 
 
 
Los stokcs de cultivos se almacenaron a -80°C en suspensión al 15% de leche como 
crioprotector. En todos los experimentos, se procedió a realizar un primer repique  de  
cada microorganismo,  a  partir  del  cepario  conservado  a-  80º  C,  en caldo  Man, 
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Rogosa, Sharpe (MRS, Biokar Diagnostics, Beauvais, France). Luego de incubar 48 horas a 
30°C, el cultivo logrado se conservó en la heladera como cepario de trabajo. A partir de 
ese primer repique se realiza un segundo repique al 1 % en MRS para trabajar. En todos 
los ensayos los lactobacilos se incubaron en medio MRS durante 48 horas a 30°C. 
 
2. Estudio de propiedades superficiales de lactobacilos 
2.1 Autoagregación de bacterias lácticas 
Para la determinación de la capacidad autoagregativa de los lactobacilos, se midió la 
disminución (caída) de la densidad óptica a 600 nm tal como se describió anteriormente 
para las cepas de Salmonella en el punto 2.1 del Capítulo 1. 
2.2 Hidrofobicidad de bacterias lácticas  
Para estudiar la hidrofobicidad de las superficies de las bacterias se midió la capacidad de 
adhesión microbiana a hidrocarburos (MATH) según se describió para las cepas de 
Salmonella en el punto 2.2 del Capítulo 1. 
 
3. Formación de biofilm 
3.1 Cuantificación de la formación de biofilm de lactobacilos 
Para determinar la capacidad de formación de biofilm de las cepas de lactobacilos, se 
inocularon al 1% v/v en placa de 24 pocillos según se explicó para las cepas de Salmonella 
en el punto 3.1. del capítulo 1 La placa se incubó en estufa durante 48 horas a 28°C en 
medio MRS (Difco) o BHI.  
3.1.1 por cristal violeta (CV) 
Luego de la incubación a 28°C durante 48 horas, los pocillos se lavaron dos veces con PBS 
y la coloración con CV se realizó de la misma manera que para las cepas de Salmonella. 
3.1.2 por recuento de viables 
Luego de la incubación a 28°C durante 48 horas, los pocillos se lavaron dos veces con PBS 
y las bacterias en biofilm se resuspendieron mediante scrapper en triptona 0,1 % p/V. Se 
realizaron diluciones 1/10 en triptona 0,1% v/v y se sembraron en placas con MRS agar. Se 
dejaron incubar 48 horas en estufa a 30°C y se realizaron los recuentos de UFC. 
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Como controles negativos se utilizaron los medios de cultivos estériles empleados sin 
inocular.  
  
3.2 Desarrollo en diferentes condiciones de cultivo  
3.2.1 Sobre distintas superficies 
Se estudió la capacidad de los lactobacilos de formar biofilm en las superficies de discos 
de acero inoxidable, vidrio y poliestireno tal como se describió en el punto 3.3 del capítulo 
1 utilizando MRS como medio de cultivo. 
3.2.2 En distintos medios de cultivo 
En cada pocillo de una placa de poliestireno de 24 pocillos, se añadió 1 ml de medio de 
cultivo MRS o BHI y se inoculó con las cepas al 1% v/v con cultivos de lactobacilos 
obtenidos como se indicó en el punto 1 de este capítulo. La placa se dejó incubar en 
estufa a 28°C durante 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, se lavó la placa con 
PBS y se determinó la formación de biofilm por la técnica de cristal violeta. Como 
controles negativos se utilizaron los medios de cultivo sin inocular. Se realizaron tres 
ensayos independientes por triplicado para cada muestra. 
 
4. Co-agregación de lactobacilos con Salmonella  
Las suspensiones de Salmonella se obtuvieron de igual forma que para los ensayos de 
auto-agregación. Tanto para Salmonella como para Lactobacillus, las bacterias se 
resuspendieron en PBS hasta lograr DO600=0,6. Del mismo modo se obtuvieron las 
suspensiones de lactobacilos. En cubeta de vidrio, se mezcló 1 ml de la suspensión de 
lactobacilos con 1 ml de la suspensión de Salmonella. Se midió la DO600 inicial de la mezcla 
y luego de 20 horas manteniendo la cubeta inmóvil a 37°C. 
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Capítulo 3 - Bacterias lácticas y sus metabolitos sobre la capacidad formadora de 
biofilm de Salmonella  
 
1. Cinética de formación de biofilm por microscopía de fluorescencia  
Se determinó la formación de biofilm de la cepa S Enteritidis 115 (SE 115) a distintos 
tiempos mediante microscopía de fluorescencia. Para llevar a cabo este estudio las 
bacterias se incubaron a 28°C en 1 ml de medio BHI en placa de 24 pocillos a los cuales se 
les colocó discos thermanox®. Luego de lavar para remover las bacterias no adheridas, las 
bacterias fueron teñidas con el fluoróforo SYTO 9 (LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial 
Viability Kit, Thermofisher) al 0,001% v/v y luego se fijaron con formaldehído al 4%. Se 
sacaron los discos de la placa con pinza, se colocaron sobre un portaobjetos y se taparon 
con un cubreobjetos para observarlos en microscopio de florescencia con filtro apropiado 
(Leica). 
 
2. Efecto de los lactobacilos en la formación de biofilm de Salmonella  
2.1 Co-incubación  
En placa de cultivo de 24 pocillos con 1 ml de medio BHI al se inoculó al 1 % v/v con cultivo 
de la Salmonella SE 115 y se co-incubó inoculando al 1% con cultivos de lactobacilos. Se 
dejó incubar durante 48 horas en estufa a 28°C y posteriormente las fosas fueron lavadas 
dos veces con PBS y se procedió a la evaluación del biofilm formado.  
2.1.1 Por recuento 
Se determinó la cantidad de bacterias en biofilm por la técnica de recuento en placa en 
medios específicos, utilizando ágar MRS para el recuento de lactobacilos y ágar Hectoen 
para Salmonella. 
2.1.2 Por microscopía láser confocal 
Los biofilms fueron tratados con Syto 9 y yoduro de propidio para diferenciar bacterias 
vivas (teñidas de color verde) de bacterias muertas (teñidas de color rojo), como se 
explicó en el punto 7 del Capítulo 1. 
2.2 Pre-incubación 
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En placa de 24 pocillos se inoculó con cultivo de lactobacilos al 1% v/v en 1 ml medio BHI y 
se incubó durante 24 horas a 28°C. Transcurrido este tiempo, se descartó en medio y se 
lavó con PBS para remover las bacterias no adheridas. Se colocó 1 ml de medio BHI fresco 
por pocillo y se inoculó con un cultivo de SE 115 al 1% v/v. Se incubó 48 horas a 28°C y se 
determinaron las bacterias en el biofilm mediante recuentos como se indica en el punto 
2.1.1 de este capítulo. 
 
3. Efecto del sobrenadante libre de células de lactobacilos sobre el biofilm de 
Salmonella 
3.1 Obtención de sobrenadantes 
Se utilizaron tres cepas de diferentes especies de lactobacilos Lb plantarum 83114, Lb. 
kefiri 8321 y Lb. delbreukii subsp. lactis 133. Se crecieron en medio BHI o MRS a 30°C 
durante 48 horas. Los cultivos obtenidos se centrifugaron a 7000 x g durante 10 minutos y 
los sobrenadantes (SN) obtenidos se filtraron con filtro de 0,22 µm (Millipore) para sacar 
las bacterias que hayan quedado en suspensión, obteniéndose un sobrenadante libre de 
células a pH de cosecha (SNa). De cada uno de ellos se determinó el pH. Para el estudio 
del efecto de SN neutralizados (SNneu) se llevó el pH a 7,0 con solución de NaOH 5M. 
3.2 Estudios de biofilm 
3.2.1 Por cristal violeta 
En placa de 24 pocillos se probaron las concentraciones 5, 10, 20, 30, 40, 50, 70 y 90% de 
SNa o SNneu completando el volumen final de 1 ml con medio BHI. Se inocularon los 
pocillos con un cultivo de SE 115 al 1% v/v. Se dejó incubar a 28°C por 48 horas. Luego de 
la incubación las bacterias en bofilm se cuantificaron por tinción con CV. Como control se 
utilizó el medio de cultivo sin el tratamiento con los SN de lactobacilos. Este ensayo se 
realizó por duplicado en dos ensayos independientes. 
3.2.2 Por microscopía láser confocal 
Luego de la incubación de SE 115 en presencia de 50% v/v SNa y SNneu de la cepa Lb kefiri 
8321 crecida en MRS, las bacterias en el biofilm se tiñeron con SYTO9 y se observaron en 
microscopio láser confocal como se indicó en el punto 7 del Capítulo 1. 
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4. Efecto de las proteínas de superficie de lactobacilos 
4.1 Extracción de proteínas de superficie de lactobacilos 
En nuestros estudios, se obtuvieron proteínas de superficie de lactobacilos sin capa S, Lb 
plantarum 83114, Lb plantarum 8327, y con capa S como Lb kefiri 83113, Lb kefiri 8321, Lb 
kefiri 8344 todas de tamaño aproximado de 66 KDa y Lb kefiri 5818 de 69 KDa (Mobili, 
2008). Se empleó la técnica de extracción con LiCl 5M descripta por Mobili (2008). Los 
cultivos de lactobacilos se obtuvieron en 25 ml de medio MRS durante 48 horas a 30°C. 
Los mismos se centrifugaron durante 10 minutos a 11000 x g en centrífuga Sorvall, se 
descartó el sobrenadante. El pellet se lavó dos veces con PBS y luego se resuspendió en 5 
ml de LiCl 5M. Se pasó por el vortex durante 60 segundos a velocidad media y luego a 
velocidad máxima. Se centrifugó a 5000 xg durante 10 minutos. Se tomó el sobrenadante 
y se dializó con membrana de diálisis de celulosa de 14 KDa de tamaño de exclusión y 
33mm de ancho (Sigma, Saint Louis, MO) durante 48 horas contra PBS en agitación suave, 
cambiando el buffer cada 12 horas aproximadamente. Las suspensiones de proteínas se 
liofilizaron y se guardaron a -20°C.  
4.2 Cuantificación de las proteínas de superficie extraídas  
Se utilizó el método de Bradford (Bradford, 1976) en el cual las proteínas se unen al 
colorante Coomasie Blue G-250, lo que causa un cambio en el máximo de absorción de 
465 nm a 595 nm y se monitorea este aumento en la absorción a 595 nm. Para realizar la 
curva de calibración se utilizó albúmina sérica bovina (BSA) como estándar a partir de una 
solución de 1 mg/ml en PBS y diluciones de esta solución madre. En una microplaca de 96 
pocillos se colocaron por duplicado 20 µl de las soluciones de concentración desconocida 
de proteínas extraídas de la superficie bacteriana con 180 µl de reactivo de Bradford que 
es una solución del colorante en etanol, ácido fosfórico y agua el cual se preparó y filtró 
previamente. Se midió la absorbancia a 595 nm de cada muestra en lector de placas y se 
calculó la concentración de proteínas según [concentración Proteína]= F x DO595 donde F 
es el factor obtenido de la curva de calibración, es decir la pendiente de la curva.  
4.3 Evaluación del perfil de proteínas de superficie extraídas 
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El perfil de proteínas se evaluó mediante electroforesis SDS-PAGE al 7,5% según la técnica 
de Laemmli (1970). Para ello se preparó un gel de poliacrilamida y SDS como se detalla en 
el apéndice. Los extractos proteicos obtenidos en 4.1 fueron diluidos en buffer de buffer 
muestra al 50% v/v. Un volumen de 50 µl de cada muestra fue sembrada en el gel para su 
análisis. Se fijó el voltaje entre 50 y 70 volt cuidando que la corriente se mantenga entre 
30 y 50 mA. Se fijó 30 minutos en solución de fijación 1 y 20 minutos dos veces en solución 
de fijación 2. El gel se coloreó con solución de Coomasie durante toda la noche. Para 
eliminar el exceso de colorante se hicieron lavados con agua destilada varias veces hasta 
que se visualizaron las bandas. 
4.4 Formación de biofilm de S Enteritidis 115 en presencia de proteínas superficiales de 
lactobacilos 
4.4.1 Pre- incubación con proteínas de superficie de lactobacilos 
En placa de poliestireno de 24 pocillos se colocó en cada pocillo 1 ml de una suspensión de 
proteínas de superficie (0,1 mg/ml) extraídas de los lactobacilos según 4.1, y se dejó 
incubar 2 horas a 28°C en estufa.  Transcurrido ese tiempo, se descartó el líquido y se 
lavaron las fosas 2 veces con 1 ml PBS. Sobre cada pocillo se agregó 1 ml de medio BHI y 
se inoculó al 1 % v/v con un cultivo de SE 115. Se dejó incubar durante 48 horas en estufa 
a 28°C y luego se determinó la cantidad de bacterias en biofilm por la técnica de recuento 
en placa como se describió anteriormente. Como control negativo, se reemplazaron los 
500 µl de suspensiones de proteínas superficiales de lactobacilos por 500 µl de una 
suspensión de proteína albúmina (0,3 mg/ml). Este ensayo se realizó por duplicado en dos 
ensayos independientes. 
4.4.2 Co-incubación de proteínas superficiales de lactobacilos  
En placas de cultivo de 24 pocillos se colocó en cada pocillo 500 µl de medio LB 2X y 500 µl 
de suspensiones de proteínas superficiales (PS) de lactobacilos en PBS y se inocularon al 1 
% v/v con un cultivo de SE 115. La paca se dejó incubar durante 48 horas en estufa a 28°C. 
Una vez transcurrida la incubación, la placa se lavó con PBS para eliminar aquellas 
bacterias que no se habían adherido a la superficie y las bacterias en biofilm se 
resuspendieron en 1 ml de PBS con ayuda de scrapper. Como control negativo se 
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reemplazaron los 500 µl de suspensiones de proteínas superficiales de lactobacilos por 
500 µl de PBS o por 500 µl de una suspensión de proteína albúmina (0,3 mg/ml). Este 
ensayo se realizó por duplicado en dos ensayos independientes. 
El biofilm formado fue evaluado por recuento de viables en placa de LB agar a 37°C 
durante 24 horas y por microscopia confocal laser luego de la tinción con Syto 9. Estas 
técnicas fueron descriptas anteriormente (apartados 3.2.1 y 7 del Capítulo 1).   
 
5. Efecto de Lb kefiri 8321 y sus metabolitos sobre el fenotipo de SE 115 
5.1 Formación de la película en la interfaz aire- líquido 
5.1.1 En tubo 
La formación de la película en la interfaz aire-líquido se determinó de la misma manera 
que en el punto 4 del Capítulo 1, pero en el medio de cultivo se resuspendió el pellet de 
un cultivo de Lb kefiri 8321 obtenido en MRS a 30°C durante 48 horas y centrigugado a 
7000 xg. La formación de la película se registró fotográficamente cada 24 horas durante 
96 horas. 
5.1.2 Sobre porta objetos 
En tubo falcon de 50 ml se colocó un portaobjeto de vidrio y se agregaron 20 ml de medio 
de cultivo LB sin NaCl hasta cubrir la mitad del portaobjeto.  
Efecto de las bacterias: Para estudiar el efecto de la presencia de Lb kefiri 8321 se agregó 
una suspensión del lactobacilo previamente crecido en MRS a 30°C durante 48 horas, se 
centrigugó a 7000 xg y se resuspendió en LB sin NaCl. 
Efecto de los sobrenadantes: Para estudiar el efecto del sobrenadante, se reemplazó la 
mitad del volumen de medio de cultivo por SNa o SNneu de Lb kefiri 8321. 
En ambos casos, se inocularon los tubos con un cultivo de SE 115 al 1% v/v.  Se cerraron 
los tubos permitiendo el intercambio de gases y se dejaron incubar durante 48 horas en 
estufa a 28°C. Transcurrido el tiempo de incubación, los portaobjetos se retiraron del tubo 
y se lavaron con piseta de agua para eliminar las bacterias no adheridas. Las bacterias que 
se adhirieron al vidrio se fijaron dejando secar en estufa durante 30 minutos. Para 
observar las bacterias, se tiñeron los vidrios con solución acuosa de cristal violeta al 0,2% 
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p/V durante 10 minutos. Se lavaron con agua dos veces para eliminar el exceso de 
colorante y se dejaron secar al aire para observar al microscopio óptico. 
5.2 Producción de curli y celulosa por morfotipo en rojo congo 
Para determinar el efecto de lactobacilos y sus metabolitos sobre la producción de curli y 
celulosa, el pellet de Lb kefiri 8321, el SNa y SNneu se obtuvieron como en el punto 
anterior. Estos se agregagaron a tubos con medio LB y se inoculó SE 115 al 1% v/v. Luego 
de 5 horas a 28°C se tomaron 10 µl y se sembraron en placas con agar LB rojo congo como 
se realizó en el punto 5 del Capítulo 1. El efecto sobre la morfología de las colonias se 
registró fotográficamente. 
5.3 Producción de celulosa por morfotipo en calcoflúor 
Para determinar el efecto de lactobacilos y sus metabolitos sobre la producción de 
celulosa presente en la matriz del biofilm de Salmonella se inoculó 10 µl de las bacterias 
en placas de Petri con agar LB sin NaCl que contenían 200 µg/l de calcoflúor (fluorescent 
brightener 28, Sigma, Saint Louis, MO) y se incubó a 28°C durante 48 horas (Zogaj et al., 
2001). La producción de celulosa se evaluó mediante la comparación de la fluorescencia 
(bajo luz UV, 366 nm) de SE 115 control y la fluorescencia de Se 115 tratada 5 horas a 28°C 
con Lb kefiri 8321 o su SNa y SNneu. 
 
6. Efecto de Lb kefiri no viable sobre la producción de curli y celulosa de SE 115 
6.1 Lactobacilo tratado con calor 
Un cultivo de Lb kefiri 8321 crecido en MRS durante 48 horas a 30 °C se cosechó por 
centrifugación, se lavó 2 veces con PBS y finalmente se resuspendió en PBS. La suspensión 
así obtenida se trató a 75°C durante 30 minutos en baño termostatizado. Se tomaron 50 µl 
de esta suspensión y se co-incubaron con 50 µl de cultivo de SE 115 durante 5 horas a 
28°C. Se tomaron 10 µl de la mezcla de ambas especies y se sembraron en placas de agar 
LB con rojo congo o calcoflúor como se explicó en el punto anterior. 
6.2 Lactobacilo tratado con UV 
 Un cultivo de Lb kefiri 8321 crecido en MRS durante 48 horas a 30°C se centrifugó a 5000 
xg y el pellet se lavó y se resuspendió en PBS. Esta suspensión se trató durante 30 minutos 
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en lámpara UV (ENG= 7,89 J/cm2, wav=254nm). Se tomaron 50 µl de esta suspensión y se 
co-incubaron con 50 µl de cultivo de SE 115 (DO=0,6) durante 5 horas 28°C. Se tomaron 10 
µl y se sembraron en placas de agar LB con rojo congo o calcoflúor como se explicó en el 
punto anterior. 
 
7. Cuantificación relativa del ácido ribonucleico mensajero (ARNm) mediante 
transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en Tiempo Real (qRT-
PCR) de genes asociados a la formación de biofilm de SE 115 en presencia de Lb kefiri 
8321 
La realización de qRT-PCR para semicuantificar y comparar los niveles de transcripto de los 
diferentes genes de interés en las cepas de estudio se realizó como se describe a 
continuación.  
La extracción del material de partida se realizó a partir de las células en estado 
planctónico y del biofilm de la cepa SE 115 crecido en medio BHI durante 48 horas a 28°C 
en placa de 24 pocillos y en presencia o no de Lb kefiri 8321. Luego de la incubación, se 
retiró el medio líquido, se lavaron las bacterias del biofilm con PBS y se recuperaron 
mediante raspado mecánico con scrapper. El pellet del material obtenido para iniciar la 
extracción fue resuspendido en 100 μl buffer Tris-EDTA estéril. Para la extracción de ARN 
de células bacterianas los pellets se lisaron con 10μl de lisozima (50mg/ml) y se incubaron 
durante 30 minutos a 37°C. La extracción se realizó mediante el kit Direct-zol™ RNA 
MiniPrep Plus (Zymo Research, USA) siguiendo el protocolo recomendado por el 
fabricante. Se colocó un mililitro de reactivo de TRIzol® (ambion®, life technologies™, USA) 
y se dejó incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 200 µl de 
cloroformo enfriado en baño de hielo por cada mililitro de TRIzol®, se vortexeó 
vigorosamente y se incubó 2 minutos a temperatura ambiente. Las fases se separaron 
mediante centrifugación a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C y se recuperó la fase 
superior acuosa donde se encuentra el ARN, el cual se transfirió a un tubo limpio. Para 
precipitarlo, el ARN se mezcló con 0,5 ml de isopropanol frío por cada mililitro de TRIzol® 
empleado, dejando incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el 
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tiempo se centrifugó a 12000 xg 10 minutos a 4°C y el pellet obtenido se lavó con etanol 
75% v/v y se dejó secar. El ARN obtenido se resuspendió en agua bidestilada (Rivero). 
Para eliminar el ADN contaminante las muestras fueron incubadas y sometidas a digestión 
con DNAsa libre de ARNasa (1U/μg de ARN) (RNase-Free DNaseI, Epicentro 
Biotechnologies) durante 2 hs. a 37°C. Seguidamente se agregó a cada muestra DNAsa 
Stop Solution e incubó por 10 minutos a 65°C. 
Luego de la inactivación de la DNAsa, la concentración y la pureza de cada muestra fue 
determinada mediante espectrofotometría midiendo la Abs260 nm y Abs280 nm 
empleando Nanodrop. Los valores de Abs a 280 nm indican la contaminación proteica de 
cada muestra dado que los residuos de tirosina y triptófano absorben fuertemente a esta 
longitud. La cantidad de ARN obtenida en la extracción es estimada mediante la siguiente 
relación: Abs a 260 nm DO = 1 equivale aproximadamente a 40μg/ml). Por lo tanto, la 
relación de Abs260 nm/Abs280 nm fue utilizada como indicadora de pureza de la muestra 
analizada aceptando las muestras como puras con una relación mayor de 1,6. Dado que 
cuantifica tanto ADN como ARN, se realizó un chequeo con gel de agarosa. 
Para la obtención del molde, se empleó 1 µg de ARN antes obtenido a partir del cual se 
realizó la reacción de transcripción reversa. Para esto, el ADN complementario (ADNc) se 
sintetizó con hexámeros de primers generados al azar (random hexamer primers. 
Invitrogen), dNTPS y Transcriptasa Reversa M-MLV (Invitrogen) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. La síntesis de ADNc fue confirmada por medio de PCR convencional con el 
uso de los primers que amplifican ARNr 16S. La polimerasa de Thermus Aquaticus del kit 
de Taq Pegasus (PB-L Productos Bio-lógicos®).  
La qRT-PCR (del inglés Quantitative-Real Time-Polimerase Chain Reaction) se realizó 
mezclando el par de primers apropiados según el gen de interés cuya secuencia de 
nucléotidos se muestra abajo ADNc y Mezcla Real (Biodynamics), la cual contiene 
nucleótidos, polimerasa, buffer de reacción y colorante verde (SYBR Green), usando el 
termociclador detector Rotor-Gene 6000 Real Time PCR (Corbett Research) o 
termociclador detector Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System. El ciclo de 
amplificación consistió de una fase mantenida por 10 min. a 95°C seguida de 40 ciclos a 
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95°C por 20 seg. 60°C por 30 seg. y 72°C por 20 seg. Al cabo del ciclado se desarrolló una 
curva de disociación que fue desde 65°C hasta 95°C con lecturas cada 0.3°C. Previo al 
análisis de la expresión relativa, se corroboró que las curvas de disociación tuvieran una 
única Temperatura de disociación o Melting (Tm) para cada reacción de amplificación; es 
decir obtención de un único producto de amplificación, ausencia de formación de dímeros 
de primers o de contaminación, interferencias en la amplificación, etc. Para el análisis de 
la expresión génica relativa se aplicó el método comparativo de CT (ΔCT), siendo CT el 
número de ciclo al cual aparece la señal de fluorescencia (Livak y Schmittgen, 2001). El 
número de copias de cada muestra transcripta se determinó con la ayuda del software 
perteneciente al termociclador. Brevemente, primero se midió la eficiencia de 
amplificación para cada par de primers pertenecientes a los genes de interés y al gen 
establecido como house keeping (gyrB). Luego, se determinó el CT de cada muestra y se 
normalizó por la cantidad de templado agregado por comparación relativa al gen house 
keeping (control endógeno o normalizador). Estos valores (ΔCT), se normalizaron 
nuevamente a la muestra elegida como calibrador (de acuerdo a cada experimento) 
obteniéndose el valor de la expresión relativa (ΔCT). Por lo tanto, los resultados son 
relativos a la muestra del calibrador, al cual se le adjudica el valor de uno. 
Para la determinación de niveles relativos de expresión de genes, en todos los casos, se 
desarrollaron experimentos independientes por triplicado. Los datos obtenidos fueron 
analizados estadísticamente por medio de un ANOVA de un factor y/o por medio la 
prueba de “t de Student”. 
La reacción de retrotranscripción se realizó utilizando el kit de la transcriptasa reversa RT 
M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase por sus siglas en inglés) 
según indicaciones del fabricante (Promega®). Se amplificaron los genes asociados a la 
formación de biofilm csgD, csgA y bcsA cuya secuencia de primers son (F: primer directo 
(primer forward); R: primer inverso (primer reverse): 
q-csgD F GCCTCATATTAACGGCGTC 
q-csgD R AGCGGTAATTTCCTGAGTGC 
q-csgA F AATGCCACCATCGACCAGTG 
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q-csgA R CAAAACCAACCTGACGCACC 
q-bcsA F GCCCAGCTTCAGAATATCCA 
q-bcsA R TGGAAGGGCAGAAAGTGAAT 
Amplificación del gen gyrB 
 F CGGTAGTCAACGCTCTGTC 
 R GGCCAGAAACGTACCATCGT 
 
 
Capítulo 4 – Lactobacilos y sus metabolitos sobre la capacidad formadora de biofilm 
de Salmonella en cáscara de huevo  
 
1. Desinfección de la superficie de huevos 
Para asegurar que la superficie a estudiar esté libre de microorganismos, se marcaron los 
huevos con lápiz (área de 1 cm2) y se desinfectaron sumergidos en solución de lavandina 
al 15% durante 5 minutos, luego se enjuagaron con agua estéril para sumergirlos en 
solución de formol al 40% durante 5 minutos (Samberg y Meroz, 1995). Por último, se 
sumergieron durante 5 minutos en solución de etanol al 70% v/v y se dejaron secar en 
cabina de flujo laminar. Una vez descontaminada, la superficie se cortó con bisturí en 
trozos de 1 cm2. 
 
2. Formación de biofilm de Salmonella sobre cáscara de huevo 
     2.1 Recuento de viables 
Para la cuantificación de la formación de biofilm se utilizó el método descripto por Pande 
et al. (2016) con algunas modificaciones. Los trozos de 1 cm2 se colocaron en tubos 
conteniendo 10 ml de medio BHI y se inocularon con un cultivo de SE 115. Se incubaron en 
estufa durante 48 horas a 28°C. Luego se lavó la superficie del huevo dos veces con 
solución fisiológica estéril para desprender las bacterias no adheridas. El trozo de cáscara 
de huevo se colocó en un tubo falcon con 10 ml de triptona 0,1% p/v y perlas de vidrio 
previamente esterilizadas. El tubo se agitó suavemente con vortex durante 1 minuto y se 
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realizaron diluciones seriadas en triptona 0,1%. Se sembraron las diluciones en ágar LB y 
se dejaron incubar 18 horas en estufa a 37°C. Como control se utilizaron huevos 
desinfectados en medio sin inocular con cultivo de Salmonella.  
    2.2 Observación por microscopía electrónica de barrido 
Esta técnica fue utilizada para poder visualizar la formación de biofilm de Salmonella 
sobre esta superficie. Los trozos de 1 cm2 se colocaron en tubos conteniendo 10 ml de 
medio BHI y se inocularon con un cultivo de SE 115. Se incubaron en estufa durante 48 
horas a 28°C.  Transcurrida la incubación, las cáscaras se lavaron con PBS para eliminar las 
bacterias no adheridas a la cáscara. La muestra se fijó con una solución de glutaraldehído 
al 4.0 % (Riedel de Haen, Seelze, Germany) en PBS durante un tiempo total de 24 horas a 
temperatura ambiente. Luego, se lavó nuevamente con PBS y se comenzó con la 
deshidratación. Para esto se prepararon soluciones de alcohol al 50, 60, 80 y 100 % en 
PBS. La muestra se dejó durante 15 minutos en las soluciones, comenzando con la 
solución al 50 % y continuando en concentraciones crecientes secuencialmente hasta la 
solución al 100 %. La deshidratación se realizó durante un tiempo total de 1 hora. Luego 
se secaron por punto crítico utilizando dióxido de carbono líquido para ir reemplazando el 
alcohol dentro de la cámara presurizada a 10°C. Las muestras se metalizaron con Au 24 y 
la observación se realizó en un microscopio electrónico de barrido ambiental (SEM) 
modelo FEI ESEM Quanta 200. 
 
3. Efecto de los lactobacilos 
    3.1 Pre-incubación con lactobacilos 
Las cáscaras de huevo (1 cm2) se colocaron en tubos conteniendo 10 ml medio MRS el cual 
se inoculó con lactobacilos Lb plantarum 83114, Lb kefiri 83113 o Lb kefiri 8321. Se 
incubaron durante 24 horas a 28°C para permitir la adhesión de los lactobacilos. Las 
cáscaras de huevo se lavaron con PBS y se pasaron a tubos conteniendo 10 ml de medio 
BHI y se inocularon con un cultivo de SE 115. Se incubaron en estufa a 28°C durante 48 
horas y luego se lavaron con PBS estéril para desprender las células no adheridas. Las 
secciones de cáscaras se colocaron en tubos falcon con 10 ml de triptona al 0,1% y perlas 
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de vidrio. Se votexearon durante 1 minuto para desprender las células adheridas y se 
realizaron recuentos en agar LB y MRS para cuantificar Salmonella y lactobacilos 
respectivamente. Por otro lado, las cáscaras se utilizaron para la observación microscópica 
por la técnica de SEM como se describió en el punto 2.2. 
    3.2 Co-incubación con lactobacilos 
Las cáscaras de huevo de 1 cm2 se colocaron en tubos con 10 ml de medio BHI el cual se 
inoculó al 1% con cultivos de lactobacilos Lb plantarum 83114, Lb kefiri 83113 o Lb kefiri 
8321 y con SE 115 y se incubaron por 48 horas a 28°C. Luego se prosiguó como en el 
ensayo anterior para poder determinar las bacterias viables en el biofilm y por 
microscopía electrónica de barrido para determinar los efectos sobre la estructura del 
biofilm. Como control se utilizó un tubo de BHI al cual se inoculó únicamente a 1% con el 
cultivo de SE 115. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado. 
 
4. Efecto de los sobrenadantes de lactobacilos 
Para el estudio del efecto de los metabolitos presentes en los sobrenadantes, los cultivos 
de Lb plantarum 83114, Lb kefiri 83113 o Lb kefiri 8321 se centrifugaron a 7000 xg durante 
10 minutos y los sobrenadantes se filtraron con filtro de 0,22 µm, obteniéndose así los 
sobrenadantes libres de células a pH de cosecha (SNa). Por otro lado, los sobrenadantes se 
neutralizaron con una solución de NaOH 5M hasta pH 7,0 obteniéndose sobrenadantes 
libres de células neutralizados (SNneu). 
La mitad del volumen de medio de cultivo en los tubos conteniendo la cáscara de huevo se 
reemplazó por SNa o SNneu, para obtener una concentración del 50% v/v y se inocularon 
con SE 115. Se incubó durante 48 horas a 28°C y se realizaron recuentos de viables y SEM. 
Como control se utilizó medio MRS en lugar de sobrenadantes.  
 
5. Efecto de las proteínas de superficie de Lb kefiri 8321 
Las proteínas de superficie se obtuvieron como en el punto 4.1 del Capítulo 3. Se 
resuspendieron en medio BHI a una concentración de 0,1 mg/ml. Un trazo de 1 cm2 se 
sumergió en un tubo conteniendo 10 ml de la suspensión de proteínas en BHI y se inoculó 
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con SE 115. Se incubó 48 hs a 28°C y se realizaron recuentos de viables y SEM en los 
puntos anteriores. 
 
Anexo 
 
1. Ensayos en cultivos celulares 
Entre los diferentes mecanismos mediante los cuales las bacterias pueden interaccionar 
con enterocitos, en Salmonella la adhesión y la invasión resultan ser los más relevantes 
como se mencionó anteriormente en la Introducción. Para diferenciar dichos mecanismos, 
es necesario poder distinguir entre las bacterias adheridas a las células y aquellas que son 
capaces de internalizarse e invadir. En este sentido, las bacterias adheridas deben 
enumerarse y luego eliminarse mediante la acción de un antibiótico que no afecte las 
células eucariotas, para poder determinar las células internalizadas. Es decir que se 
necesita conocer la sensibilidad de las bacterias al antibiótico que será utilizado. Para esto, 
debe determinarse la concentración bactericida mínima (CBM), es decir la mínima 
concentración del antibiótico a la cual se inhibe el crecimiento bacteriano y se destruye el 
99,9% de las bacterias en las condiciones estudiadas 
1.1 Células Caco- 2/TC7 
Como se comentó en la Introducción, la línea celular Caco-2/TC7 es un clon de la línea de 
epitelio intestinal de origen humano Caco-2. Es un modelo de estudio cuya principal 
ventaja es que presenta un tiempo de duplicación de 24 horas lo que le permite llegar a 
diferenciarse y estar en confluencia luego de 7 días. Se utilizaron células de la línea Caco-
2-/TC7 entre los pasajes 30 a 40. 
1.1.1 Mantenimiento de las células 
Las células Caco-2/TC-7 se mantuvieron congeladas en nitrógeno líquido en viales 
conteniendo 1 ml de medio DMEM completo (ver Apéndice) con 10 % de dimetilsulfóxido 
(Riedel-de Haën AG, D-3016 Seelze, Alemania) como crioprotector. Para reactivarlas se 
descongeló un vial a 37 °C, se centrifugó a 1000 xg durante 10 min para remover el 
crioprotector, las células se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo fresco y se 
Materiales y Métodos_______________________________________________________  
- 70 - 
 
colocaron en una botella de 25 cm2 (Corning Costar Co., Cambridge, MA, USA) con 4 ml de 
medio DMEM completo. El cultivo se mantuvo a 37 °C en estufa con atmósfera controlada 
(5% CO2) renovando el medio cada 2 o 3 días. A los 7 días se obtuvo una monocapa 
confluente y se repicó a una botella de 75 cm2.Antes de cada repique la monocapa se 
observó en un microscopio invertido para verificar su uniformidad y continuidad.  
1.1.2 Tripsinado 
Para los repiques se descartó el medio agotado y se lavó la monocapa tres veces con PBS 
estéril, luego se colocaron 1,5 ml de solución de tripsina 0,25 % (Trypsin-EDTA, GIBCO, Life 
Technologies) y se llevó a la estufa gaseada a 37 °C durante 5 minutos aproximadamente 
hasta que se observó desprendimiento celular. Se agregaron 4 ml DMEM adicionado con 
suero fetal bovino, para inactivar la tripsina. La suspensión de células se centrifugó a 2000 
xg durante 5 min, se descartó el medio y se reemplazó por medio DMEM fresco. Para 
realizar el recuento de células, se tomaron 50 μl de la suspensión y se mezclaron con igual 
volumen de una solución de azul tripán al 10 % en PBS en una cámara de Neubauer 
contando sólo aquellas células brillantes (viables). Se preparó una suspensión de 1,5 x 105 
células/ml y se sembraron 0,5 ml por fosa en placas de 24 fosas (Greiner Bio-One). Las 
placas de cultivo celular se incubaron durante 7 días hasta su confluencia a 37 °C en una 
estufa con atmósfera controlada (5 % CO2) cambiando el medio cada 2 días. 
1.2 Ensayo de asociación sobre células epiteliales en cultivo 
En una placa de 24 fosas se crecieron células de la línea intestinal Caco-2/TC7 hasta 
confluencia a 37°C en estufa gaseada. Se descartó el medio agotado y se lavó con PBS 
estéril. Se prepararon los cultivos de Salmonella en medio LB como se indicó en el punto 
1, el cual se llevó hasta una concentración de 1 x 108 UFC/ml aproximadamente. Se 
centrifugó a 7000 x g durante 10 minutos y se resuspendió en igual volumen de DMEM de 
adhesión. 
Para cuantificar la asociación de Salmonella se agregaron en cada fosa conteniendo la 
monocapa de células, 1 ml de suspensión de bacterias en DMEM sin suplementar y se 
incubó durante 1 hora en estufa gaseada a 37°C. Transcurrido el tiempo, las células se 
trataron con agua bidestilada estéril durante 1 hora a 37°C para desprender la monocapa, 
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lisar los enterocitos y liberar las bacterias. A partir de la suspensión de bacterias así 
obtenidas, se realizaron diluciones seriadas en triptona 0.1% y se sembraron en ágar LB 
para determinar las UFC/ml asociadas a las células. Se realizaron tres ensayos 
independientes, realizando duplicados para cada tratamiento. 
 
2. Determinación de la sensibilidad de Salmonella a gentamicina 
Se evaluó la sensibilidad al antibiótico gentamicina de las cepas de Salmonella SE 101, 105 
y 115, ST 102 y SG 109. Para ello se resuspendieron 10 mg de gentamicina en polvo 
(Parafarm) en 1 ml de agua destilada con lo que se obtuvo la solución madre para luego 
probar distintas concentraciones de antibiótico. Se hicieron diluciones seriadas en medio 
LB, para obtener concentraciones finales de gentamicina de 0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 
mg/ml, 0,15 mg/ml y 0,2 mg/ml. Los tubos conteniendo las diferentes concentraciones de 
antibióticos, se inocularon al 1 % v/v con cultivo de cada cepa de Salmonella a estudiar y 
se incubaron durante 1 hora a 37°C. De cada tubo se tomó una anzada y se sembró en 
estrías en placas de agar LB, las cuales se incubaron durante 24 horas a 37°C en estufa de 
cultivo. Se determinó la sensibilidad como la concentración de antibiótico a la cual no se 
observó desarrollo de colonias en las placas de cultivo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Sensibilidad de Salmonella a gentamicina. 
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3. Concentración inhibitoria mínima (CIM) de los sobrenadantes de lactobacilos 
Se estudió la CIM de los sobrenadantes de lactobacilos a pH de cosecha (SNa) sobre el 
crecimiento de SE 115. Los SNa de Lb plantarum 83114, Lb kefiri 8321 y Lb delbrueckii sub 
lactis 133 se obtuvieron como se indicó en el punto 3.1 del Capítulo 3. En tubo con medio 
BHI y concentraciones crecientes de SNa se inoculó con cultivo de SE 115 al 1% v/v y se 
incubaron durante 24 horas a 37°C. La no aparición de turbidez en el medio de cultivo se 
tomó como inhibitorio del crecimiento. El estudio se realizó por triplicado. 
 
4. Formación de biofilm de Salmonella co-incubada con Lb kefiri 8321 conservadas  
Se estudió el efecto sobre la capacidad formadora de biofilm de Salmonella mediante la 
co-incubación con la cepa de Lb. kefiri 8321 deshidratada por secado en spray o 
liofilización, como métodos de conservación ampliamente estudiados para bacterias 
lácticas. 
4.1 Secado en spray de lactobacilos 
Para estudiar el efecto del lactobacilo previamente secado por spray sobre la capacidad de 
formación de biofilm de Salmonella, un cultivo de Lb kefiri 8321 crecido en MRS se 
centrifugó a 7000 x g y se resuspendió en solución de maltodextrina al 20%. La suspensión 
de lactobacilos se secó en secador Buchi Mini spray dryer B290. Las condiciones de secado 
fueron: temperatura de salida 75°C (velocidad de flujo 20.9 ml/minuto), temperatura de 
entrada 180°C y presión 5 Bar. Los microorganismos deshidratados fueron recolectados en 
un recipiente estéril y fueron almacenados a -20°C en tubos de plástico para su posterior 
utilización. Se estudió la viabilidad de los lactobacilos en el polvo obtenido mediante 
recuento de UFC en ágar MRS a 30°C. 
En el estudio del efecto sobre la formación de biofilm de Salmonella, se resuspendió el 
polvo obtenido en medio LB hasta una concentración de 1 x 10⁸ UFC/ml, se inoculó al 1% 
v/v con un cultivo de Salmonella en placa de 24 pocillos y se incubó durante 48 horas a 
28°C. Se determinó la cantidad de bacterias formadoras de biofilm por recuento de viables 
en agar LB a 37°C. 
4.2 liofilización de lactobacilos 
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En este caso el pellet de 100 ml de un cultivo de Lb kefiri 8321 crecido en las condiciones 
habituales se resuspendió en 100 ml de D(+)-sacarosa 250 nM en PBS. Esta suspensión se 
llevó a freezer de -80 °C y luego se deshidrató utilizando un liofilizador Heto FD4. El polvo 
obtenido se mantuvo a -20°C para su posterior utilización. La viabilidad del lactobacilo se 
determinó por recuento en ágar MRS a 30°C, resuspendiendo 0,1 g de polvo en 900 µl de 
triptona 0,1 % p/v sembrando las diluciones correspondientes. 
Para los ensayos del efecto sobre la capacidad formadora de biofilm de Salmonella, el 
polvo obtenido se resuspendió en medio LB y se prosiguió como en el caso anterior. 
 
5. Análisis estadístico  
Todos los resultados obtenidos en la tesis son el promedio de experimentos realizados por 
duplicado, triplicado o cuadruplicado. Se informaron los resultados como medias y desvíos 
estándar. Las diferencias significativas entre promedios se calcularon por el modelo 
ANOVA (análisis de varianza) y test de Tukey. Se consideraron diferencias significativas los 
valores de p ≤0,05. Para estos propósitos se utilizó el programa GraphPad Prism 8.0.1 para 
Windows (GraphPad Software, San Diego, California). 
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CAPÍTULO I 
                   
 
 
 
 
 
CARACTERIZACIÓN DE LA FORMACIÓN 
  
DE BIOFILM DE SALMONELLA
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CAPÍTULO 1 
 
Caracterización de la formación de biofilm por Salmonella 
 
Como se ha descripto en el capítulo introductorio, Salmonella tiene la capacidad de 
formar biofilm en superficies ampliamente extendidas en granjas avícolas tales como 
bebederos, tanques, mesadas, botas de trabajo, etcétera. Esta capacidad está relacionada 
con la expresión de genes específicos en Salmonella, que determinan entre otras cosas, 
propiedades superficiales de la bacteria. Existen estudios de autoagregación e 
hidrofobicidad que permiten aproximar la capacidad de formación de biofilm ya que éstas 
pueden determinar la fijación a superficies compatibles y la interacción con otras 
bacterias de su misma especie o diferente. 
La adhesión bacteriana a superficies puede depender tanto de la hidrofobicidad como de 
la capacidad de autoagregar de las bacterias (Sorongon et al., 1991). En este sentido, 
evaluar dichas propiedades superficiales sobre las cepas de Salmonella en estudio nos 
podría permitir obtener una aproximación sobre la capacidad de Salmonella de adherirse 
a superficies. Por otro lado, el estudio de la producción de estructuras poliméricas que 
forman parte de la matriz, como fimbrias curli y celulosa nos podrían permitir caracterizar 
la capacidad de las cepas de formar biofilm.  
En este capítulo se presentan los resultados obtenidos sobre el estudio de propiedades de 
superficie de 16 cepas de Salmonella enterica de distintas serovariedades, aisladas 
principalmente de granjas avícolas de nuestra región, su capacidad de formación de 
biofilm en distintas condiciones de cultivo y la relación entre la hidrofobicidad y la 
autoagregación. 
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Objetivos 
 
 Caracterizar 16 cepas de Salmonella en cuanto a su capacidad de autoagregación y 
la hidrofobicidad.  
 Evaluar la capacidad de formación biofilm de Salmonella en distintas condiciones 
de cultivo y sobre distintas superficies presentes en la industria aviar y caracterizar 
componentes principales de la matriz extracelular. 
 Establecer si existe una relación entre las propiedades superficiales y la formación 
de biofilm. 
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Resultados y discusión 
 
1. Estudios de propiedades superficiales de Salmonella 
1.1 Autoagregación 
En la autoagregación, las bacterias interactúan físicamente entre ellas formando clústers 
que sedimentan al fondo en una suspensión estática (Nikitina et al., 2001; Sorroche et al., 
2010). Una manera de cuantificar la capacidad de formar estos clusters bacterianos es 
monitorear la sedimentación espontánea de una suspensión bacteriana inmóvil mediante 
la medida del cambio en la DO600. En aquellas bacterias con capacidad de autoagregar, se 
observará una disminución de la turbidez o caída de la DO600 en el tiempo. 
Por lo tanto, para estudiar la capacidad de autoagregación de las cepas de Salmonella se 
midió la caída de la turbidez de las suspensiones luego de 1 y 20 horas como se describió 
en materiales y métodos. Los resultados se muestran en la Tabla 1.1. 
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Cepa Salmonella  
        %Autoagregación 
t=1 hora t=20 horas 
SE 101 1,4 ± 2,4a 31,8 ± 0,8a 
SE 105 4,9 ± 0,8a 30,5 ± 0,7a 
SE 106 9,3 ± 0,6b 54,1 ± 0,7d 
SE 107 4,4 ± 1,0a 29,3 ± 2,0a 
SE 112 2,3 ± 3,8a 27,9 ± 3,3a 
SE 113 3,7 ± 1,8a 27,7 ± 2,2a 
SE 114 2,9 ± 1,7a 28,8 ± 0,3a 
SE 115 0,7 ± 1,5a 34,3 ± 3,1a 
SE 116 1,1 ± 5,7a 32,5 ± 0,5a 
ST 102 5,1 ± 0,1a 45,2 ± 4,3b 
ST 103 5,2 ± 1,3a 33,9 ± 7,4b 
ST 108 7,2 ± 0,2a 42,4 ± 3,6b 
SG 104 4,6 ± 0,7a 28,1 ± 6,7a 
SG 109 1,0 ± 1,9a 26,0 ± 1,3a 
SG 110 16,2 ± 3,9c 16,2 ± 0,8c 
SG 111 2,8 ± 1,5a 28,4 ± 6,3a 
Tabla 1.1 Porcentajes de autoagregación de cepas de Salmonella medida a 1 hr y 20 hs 
Los valores mostrados representan el porcentaje de autoagregación promedio y su 
desviación estándar obtenidos de tres ensayos independientes. SE: Salmonella Enteritidis; 
ST: Salmonella Typhimurium; SG: Salmonella Gallinarum Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre las cepas de Salmonella a un mismo tiempo (p<0.05). 
 
Los resultados mostraron que catorce de las dieciséis cepas estudiadas presentaron 
porcentaje de autoagregación por debajo de 7% luego de 1 hora, excepto las cepas SE 106 
y SG 110 que mostraron valores por encima de 9%. A las 20 horas, se obtuvieron 
porcentajes de autoagregación considerablemente mayores para todas las cepas 
ensayadas, que variaron entre 16% y 54%, siendo el comportamiento cepa-dependiente. 
Las cepas SE 106, ST 102, 103 y 108 mostraron valores de autoagregación 
significativamente mayores respecto del resto de las cepas ensayadas, siendo SE 106 la que 
resultó más autoagregante a las 20 hs. El porcentaje de autoagregación de la cepa SG 110 
se mantuvo luego de 20 horas, siendo la cepa menos autoagregante en este tiempo. Las 
cepas de Salmonella Typhimurium alcanzaron porcentajes de autoagregación entre 34 y 
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45% en este tiempo, aunque estas diferencias no resultaron significativas entre las cepas 
de esta serovariedad.  
Otros autores han estudiado la autoagregación de Salmonella encontrando una alta 
variabilidad. Beshiru et al. (2018) estudiaron la autoagregación de 12 cepas de Salmonella 
Enteritidis, Typhimurium y otras serovariedades, encontrando que el porcentaje de 
autoagregación de estas cepas fue entre 15 y 47%. Por otro lado, Wang et al. (2013) 
determinaron el porcentaje de autoagregación de Salmonella enterica serovariedades 
Heidelberg, Derby, Agona, Indiana, Infantis y Typhimurium encontrando una alta 
variabilidad entre ellas, obteniendo valores desde 5% hasta 80% de autoagregación.  
Esta dispersión puede ser resultado de variaciones específicas de la superficie celular 
entre serotipos, en particular diferentes proteínas de superficie, que han sido 
consideradas mediadoras en el proceso de agregación y pueden conferir ventajas para la 
supervivencia en el ambiente (Poimenidou et al., 2009). 
La autoagregación se ha relacionado con la formación de biofilm ya que en este modo de 
crecimiento las bacterias se desarrollan adheridas a una superficie, viva o inerte, y está 
mediado por la presencia de sustancias poliméricas extracelulares (Rinaudi et al., 2010). 
Estas estructuras agregativas como flagelos, apéndices de superficie y polisacáridos juegan 
un papel importante en este proceso (Van Houdt y Michiels, 2009). Se ha demostrado que 
tanto componentes extracelulares como superficiales de las bacterias tales como 
exopolisacáridos, lipopolisacáridos, flagelos, y moléculas señales del quorum sensing y del 
ambiente están involucrados en los fenómenos de autoagregación, co-agregación, 
formación de biofilm y colonización del huésped (Nocelli et al., 2016). La complejidad 
fisiológica y estructural de los biofilms ha revelado que estos grupos de bacterias tienen 
un desarrollo cooperativo y altamente coordinado, mediante la co-expresión de celulosa y 
fimbrias curli las cuales están involucradas en fenómenos de agregación bacteriana y 
adhesión a superficies (Anriany et al., 2006; Jonas et al., 2007). Se ha reportado que 
Salmonella produce estructuras de superficie celular como carbohidratos y proteínas 
involucradas en la autoagregación bacteriana que pueden resultar en comunidades 
Capítulo 1______________________________________________________________ 
 
 
- 82 - 
 
bacterianas que, dependiendo de las condiciones ambientales, pueden dar lugar a la 
formación de biofilms (Knowles et al., 2005). 
1.2 Hidrofobicidad 
Aunque la adhesión de bacterias a superficies involucra múltiples factores, la 
hidrofobicidad superficial es un parámetro que nos podría brindar información relevante 
en cuanto la capacidad de un microorganismo de adherirse a un sustrato (Wadström, 
1990; Silva-Dias et al., 2015). Existen tanto factores externos, como la temperatura, el 
tiempo, pH y la fuerza iónica, como factores propios de la superficie bacteriana que 
influyen en ésta propiedad y por lo tanto están relacionadas con la adhesión (Vatsos et al., 
2001). 
A los efectos de caracterizar las cepas de Salmonella se evaluó su hidrofobicidad 
superficial utilizando el método MATH (Microbial Adhesion to Hydrocarbons). Por su 
simplicidad y reproducibilidad, el método utilizado para medir la hidrofobicidad es la 
medida de la partición de una suspensión bacteriana en un hidrocarburo, tal como el 
hexadecano o xileno, mediante el cambio en el valor de la DO en fase acuosa (Ofek y 
Doyle, 1994; Bellom-Fontaine et al.,1996; Collado et al., 2008). De esta manera, si un 
microorganismo posee una elevada hidrofobicidad y migra a la fase orgánica no polar, se 
evidencia una caída en la DO medida en la fase acuosa. Ambos se han utilizado 
ampliamente en la determinación de la hidrofobicidad superficial y su correlación con 
otras propiedades de superficie como la agregación y la adhesión bacteriana (Béchet y 
Blondeau, 2003; Jacobs et al., 2009; Andrews et al., 2010; Palmer et al., 2015; Lou et al., 
2017; Bohinc et al., 2017; Xie et al., 2018). 
Los resultados de hidrofobicidad obtenidos para las cepas de Salmonella en ambos 
solventes se muestran en la Tabla 1.2. 
 
 
 
 
Capítulo 1______________________________________________________________ 
 
 
- 83 - 
 
Cepas de Salmonella  
        %Hidrofobicidad 
Hexadecano Xileno 
SE 101 2,2 ± 3,1 2,5 ± 1,0 
SE 105 5,0 ±3,2 2,1 ± 1,1 
SE 106 3,9 ±0,8 1,6 ± 1,5 
SE 107 2,0 ± 1,7 1,2 ± 1,1 
SE 112 28,3 ± 0,3 27,5 ± 1,6 
SE 113 24,8 ± 0,5 20,6 ± 1,0 
SE 114 36,8 ± 2,1 31,1 ± 5,8 
SE 115 36,6 ± 3,5a 44,3 ± 7,3b 
SE 116 40,5 ± 5,7 41,6 ± 7,2 
ST 102 6,1 ± 6,2 2,7 ± 1,0 
ST 103 1,0 ± 4,3 6,4 ± 0,2 
ST 108 10,0 ± 5,1 7,2 ± 5,0 
SG 104 2,5 ± 1,5 1,9 ± 2,6 
SG 109 3,8 ± 1,0 1,4 ± 0,2 
SG 110 1,8 ± 1,2 1,6 ± 1,5 
SG 111 1,1 ± 1,5 6,8 ± 1,7 
Tabla 1.2 Hidrofobicidad superficial de cepas de Salmonella medido por método MATH 
empleando hexadecano y xileno. Los valores mostrados corresponden al promedio de 
duplicados en tres ensayos independientes y sus desviaciones estándar; diferencias 
significativas entre ambos solventes se indicaron con letras diferentes (p<0,05).  
 
Las cepas se clasificaron en altamente hidrofóbica (≥ 50%), moderada (de 20 a 50%) e 
hidrofílica (≤20%) según la clasificación hecha por Di Bonaventura et al. (2008). 
Como se observa en la tabla, ninguna de las cepas evaluadas superó el 50% de 
hidrofobicidad superficial, por lo que ninguna resultó altamente hidrofóbica. Las cepas SE 
112, 113, 114, 115 y 116 fueron las que presentaron un porcentaje de hidrofobicidad 
superficial mayor al 20%, es decir fueron moderadamente hidrofóbicas, siendo las dos 
últimas las que presentaron la mayor hidrofobicidad superficial. El resto de las cepas 
estudiadas fueron hidrofílicas. Cabe destacar que las únicas cepas con hidrofobicidad 
moderada pertenecen a la serovariedad Enteritidis mientras que las serovariedades 
Typhimutium y Gallinarum fueron todas hidrofílicas. 
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Otros autores encontraron diferencias entre la hidrofobicidad medida con ambos 
solventes. Chia et al. (2008) encontraron que 12 de 25 cepas de Salmonella enterica de 
diferentes serovariedades fueron hidrofóbicas en xileno mientras que todas las cepas 
resultaron hidrofílicas en hexadecano. Los autores proponen que distintos solventes 
caracterizarían aspectos de la superficie diferentes.  
Debe tenerse en cuenta que el método MATH está afectado por varios factores tales 
como el tipo de hidrocarburo utilizado, la viscosidad del mismo o el tamaño de las gotas 
formados durante el mezclado (Dillon et al., 1986). Otros factores como los 
procedimientos de manipulación de los cultivos también pueden afectar la superficie 
celular (Pembrey et al., 1999). El hexadecano (n-hexadecano) es un hidrocarburo alifático 
de cadena larga, cuya fórmula química es C16H34. Los alcanos, debido a su baja polaridad, 
se disuelven en disolventes de baja polaridad o no polares y no son solubles en solventes 
polares como el agua. El xileno es un derivado dimetilado del benceno cuya fórmula 
química es C8H10. Por su baja polaridad (constante dieléctrica a 20°C = 0,62), es insoluble 
en agua y soluble en alcohol, éter y otros solventes orgánicos. 
Nuestros resultados demuestran que el porcentaje de hidrofobicidad superficial no 
depende de la fase orgánica utilizada ya que, excepto para la cepa SE 115, no se 
observaron diferencias significativas entre ambos solventes. En la mayoría de los casos, los 
valores de hidrofobicidad obtenidos con hexadecano fueron levemente mayores a los 
obtenidos con xileno. 
1.3 Relación entre la autoagregación y la hidrofobicidad superficial 
Al graficar la relación entre porcentaje de hidrofobicidad y autoagregación encontramos 
que las cepas de Salmonella estudiadas pueden dividirse en dos grupos. Las cepas que 
resultaron con moderada hidrofobicidad mostraron una buena correlación con la 
autoagregación, pero no se observó esto para las cepas hidrofílicas (Figura 1.1). 
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Las cepas que tienen una hidrofobicidad modera presentan valores de autoagregación 
entre el 28% y el 34%, mientras que las cepas hidrofílicas presentan un rango de 
autoagregación entre 16% y 54%. En particular, la cepa SE 106 tuvo la mayor capacidad de 
autoagregación (54%) y presentó una superficie altamente hidrofílica. El análisis de 
correlación (r2) cuando solo se consideran las cepas hidrofóbicas, arrojó un coeficiente de 
0,55 para el solvente hexadecano y de 0,91 para xileno, indicando que en estos casos 
existe una correlación positiva y que en xileno la correlación fue mayor. Sin embargo, esto 
no se extiende al resto de las cepas que fueron hidrofílicas.  
Collado et al. (2008) estudiaron la relación entre las propiedades superficiales de bacterias 
patógenas y probióticas en cuanto a su capacidad de autoagregar y la hidrofobicidad 
superficial por partición en xileno. En este estudio, no se observó una correlación entre 
estas propiedades para las cepas patógenas, entre ellas Salmonella Typhimurium, 
mientras que se demostró una correlación positiva para las cepas de Lactobacillus y 
Bifidobacterium. En otro estudio, Rahman et al. (2008) encontraron que cepas 
 
Figura 1.1 Correlación entre porcentaje de hidrofobicidad y autoagregación de las 
cepas de Salmonella. El porcentaje de autoagregación a 20 hs y el porcentaje de 
hidrofobicidad superficial se hizo en presencia de hidrocarburo A) Hexadecano y B) 
Xileno.  
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autoagregantes de Bifidobacterium mostraron altos valores de hidrofobiciad superficial, 
mientras que las cepas moderadas y poco autoagregantes mostraron heterogeniedad en 
cuanto a los valores de hidrofobicidad, concluyendo que la hidrofobicidad es uno de los 
factores determinantes de la autoagregación y que otras características superficiales y 
ambientales intervienen en dicho proceso. Se ha demostrado que las proteínas de capa S 
tienen un rol importante en la hidrofobicidad y en la adhesión de las bacterias a una 
superficie (Smit et al., 2001; Van der Mei et al., 2003). 
Varios autores han reportado una relación entre la autoagregación y la capacidad de 
adhesión (Del Re et al., 1998, 2000; Pérez et al., 1998) y la hidrofobicidad y adhesión de la 
superficie (Wadstrom et al., 1987; Marin et al., 1997; Pan et al., 2006). En este trabajo se 
evaluó la capacidad de formación de biofilm de Salmonella como se muestra en la 
siguiente sección. 
 
2. Capacidad de formación de biofilm de Salmonella  
Muchos estudios demuestran que Salmonella puede adherirse sobre alimentos (Iturriaga 
et al., 2007; Yang et al., 2011; Cui et al., 2015) y superficies presentes en la industria 
alimentaria (Otta y Karunasagar, 2001; Wang et al., 2013). Una vez adherida, Salmonella 
puede producir fimbrias curli y celulosa con capacidades agregativas que son indicadores 
significativos de la formación de biofilms. Para evaluar la formación de biofilm de las cepas 
de Salmonella existen diferentes metodologías y el uso de cada una de ellas nos permiten 
evidenciar diferentes estructuras implicadas en este proceso.  
2.1 Formación de biofilm de Salmonella en placa multipocillos  
El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad de las cepas de Salmonella de 
diferentes serovariedades en distintas condiciones de crecimiento. Para evidenciar y 
cuantificar el crecimiento en biofilm, las cepas de Salmonella se incubaron en placa de 24 
pocillos como se indicó en materiales y métodos. Para su cuantificación se empleó la 
técnica de tinción con cristal violeta y posterior análisis mediante espectrofotometría.  
Esta es una metodología ampliamente utilizada y nos permite hacer un análisis simple y 
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rápido de la capacidad de formar biofilm en una amplia variedad de condiciones de cultivo 
(Romling y Rohde, 1999; Joseph et al., 2001; Djordjevic et al., 2002; Stepanović et al., 
2003; Pui et al., 2011; Agarwal et al., 2011). 
2.1.1 En diferentes condiciones de crecimiento 
En este parte del trabajo se determinó la capacidad de formación de biofilm de Salmonella 
variando la temperatura, el tiempo de incubación y la concentración del medio de cultivo. 
Se sabe que la temperatura tiene una influencia marcada en la formación de biofilm 
(Stepanović et al., 2002) por lo tanto se seleccionaron tres temperaturas para evaluar el 
efecto sobre el biofilm de Salmonella: 37°C que es la temperatura óptima de crecimiento 
de Salmonella (Gast, 2008), 28°C que es la temperatura para la expresión de los 
componentes de la matriz extracelular (Steenackers et al., 2012) y 20°C que es una 
temperatura que podría representar el ambiente en granjas avícolas (Kocaman et al., 
2006). 
Además, la formación de biofilm es afectada por la composición del medio de cultivo en el 
cual se crecen las bacterias (Speranza et al., 2011). La formación y adherencia del biofilm 
no ocurre por el mismo mecanismo en los diferentes medios. Las cepas utilizan diferentes 
estrategias y expresan diferentes genes promotores de biofilm en función de los recursos 
ambientales disponibles. Las estructuras superficiales, es decir, proteínas y otras 
moléculas con propiedades adhesivas, así como factores que simplemente contribuyen a 
la hidrofobicidad/hidrofilicidad de la superficie celular, podrían expresarse de manera muy 
diferente según el medio de crecimiento influyendo en las propiedades de adherencia de 
la cepa (Hancock et al., 2011). Se ha demostrado que algunas cepas de Salmonella pueden 
formar biofilm en medio diluído (Solano et al., 2002; Paytubi et al., 2017). Castelijn et al. 
(2012) reportaron que cepas de Salmonella aisladas de industrias alimentarias forman 
densos biofilms en medio diluído 1/20 a 25°C. De esta manera, se evaluó la formación de 
biofilm de Salmonella en medio LB sin diluir (1X) y medio LB diluído 20 veces (0.05X).  
Para poder clasificar las cepas de Salmonella según su capacidad de formar biofilm en las 
distintas condiciones mencionadas, se utilizó el criterio definido por Stepanovic et al. 
(2004) donde el valor de densidad óptica a 595 nm (DO) de corte (DOcorte) se definió 
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como 3 desviaciones estándar por encima de promedio de DO del control negativo (medio 
sin inocular).  Según este criterio, las cepas se clasificaron como: 
DO ≤ DOcorte= NO FORMA 
DOcorte< DO ≤ 2 x DOcorte = DÉBIL 
2x DOcorte <DO ≤ 4 x DOcorte = MODERADA 
4x DOcorte < DO = FUERTE 
 
Los resultados de la formación de biofilm de Salmonella en distintas condiciones se 
presentan en la Tabla 1.3. 
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Tabla 1.3 Capacidad de formación de biofilm de Salmonella en diferentes condiciones de crecimiento. Los valores se expresaron 
como: (-) no forma, (+) débil, (++) moderada, (+++) fuerte formadora. En amarillo se resaltaron las cepas que mostraron fuerte 
formación de biofilm en algunas de las condiciones evaluadas 
Cepa de Salmonella 
24 h 20°C 48 h 20°C 24 h 28°C 48 h 28°C 24 h 37°C 48 h 37°C 
LB LB 1/20 LB 
LB 
1/20 LB 
LB 
1/20 LB 
LB 
1/20 LB 
LB 
1/20 LB 
LB 
1/20 
SE 101 ++ +++ ++ +++ +++ + ++ + ++ - + - 
SE 105 + ++ ++ ++ ++ - ++ + + - ++ + 
SE 106 + +++ + ++ - ++ - ++ - +++ + +++ 
SE 107 + + - ++ - - + - + - + - 
SE 112 + + - ++ - + + + + - - - 
SE 113 + + + ++ ++ - - - + - - - 
SE 114 + + - + + + - - - - + - 
SE 115 +++ ++ +++ ++ +++ + +++ + +++ - +++ + 
SE 116 + ++ + + - - - - - - ++ - 
ST 102 ++ ++ + +++ + - - - - - + - 
ST 103 + ++ + ++ - + + + + - + + 
SG 104 + + + - - - + - + - + - 
ST 108 + + - - - - + + + - + - 
SG 109 + + - - ++ + + + - - + - 
SG 110 + + - - - - - - - - - - 
SG 111 + + ++ - - - - - - - - - 
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Como se observa en la Tabla, las cepas SE 101, 106 y 115 mostraron fuerte y moderada 
capacidad de formación de biofilm en varias condiciones de cultivo, a diferentes 
temperaturas y concentración del medio de cultivo (resaltadas en la Tabla 1.3), siendo 
SE 115 la cepa que presentó fuerte formación de biofilm en la mayoría de las 
condiciones evaluadas. La cepa ST 102 sólo resultó fuerte o moderada formadora de 
biofilm a 20°C. Por otro lado, las cepas de SG, ST 103 y 108 y SE 107, 112, 113, 114 y 
116, fueron principalmente no formadoras o débilmente formadoras de biofilm.  
Como se observa en la Tabla 1.3, todas las cepas fueron capaces de producir biofilm a 
20°C luego de 24 horas, mientras que algunas cepas forman un biofilm que se 
desprende luego de 48 horas, posiblemente debido al agotamiento de nutrientes. 
Cuando la temperatura de cultivo fue de 28°C, se favoreció la formación de biofilm de 
las cepas SE 101, 105, 113 y 115, ST 102 y SG 109 en medio rico en nutrientes (LB). 
Excepto SE 101, 106 y 115 las cepas no forman biofilm a 37°C. Se observó un marcado 
efecto de la composición del medio de cultivo sobre la formación de biofilm. Solo la 
cepa SE 106 resultó fuerte formadora de biofilm en medio diluido a las tres 
temperaturas evaluadas.  
Castelijn et al. (2012) estudiaron la formación de biofilm de 51 cepas de Salmonella 
encontrado cepas formadoras en el medio rico en nutrientes, cepas que sólo formaron 
biofilm en medio diluido 1/20 y otras no formaron biofilm en ningún medio y lo 
relacionaron los con una inducción de características específicas que están ausentes o 
no inducidas en las cepas no formadoras. Paytubi et al. (2017) demostraron que 
cuando Salmonella crece en medio mínimo cambia la formación de biofilm a través de 
un aumento en la transcripción de csgD y por lo tanto de la producción de los 
componentes de la matriz extracelular. Esto sugiere que las condiciones fisiológicas y, 
por lo tanto, las condiciones ambientales, definen el tipo de biofilm que forma 
Salmonella. 
Estos resultados indican que la formación de biofilms de Salmonella no solo depende 
de las condiciones ambientales sino también es particular de cada cepa. Sin embargo, 
ninguna de las cepas de Salmonella Gallinarum resultó fuerte formadora de biofilm en 
las condiciones estudiada. Agarwal et al. (2011) evaluaron 151 cepas de Salmonella de 
69 serotipos diferentes las cuales 29, 87 y 34 cepas fueron clasificadas como fuerte, 
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moderadas o débiles formadoras de biofilm respectivamente, evidenciando el carácter 
cepa-dependiente de esa propiedad. Sin embargo, dicha capacidad no pudo ser 
relacionada con el serotipo. Similares resultados fueron encontrados por Oliveira et al. 
(2007), Díez-García et al. (2012) y Lianou y Koutsoumanis (2012). Aunque las 
condiciones de estudio fueron diferentes y resulta difícil comparar resultados, no se ha 
encontrado una relación entre la habilidad de formar biofilm y el serotipo de 
Salmonella.  
Para realizar un análisis cuantitativo, se seleccionaron las cepas de Salmonella que 
presentaron fuerte capacidad de formación de biofilm a distintas temperaturas de 
incubación y los valores de DO595 obtenidos se graficaron en la Figura 1.2 como 
unidades arbitrarias de absorbancia (UAA). 
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Para la cepa SE 101 se observó la máxima formación de biofilm a 20°C en medio LB 
diluído 1/20, alcanzando valores de DO595 de 1,85, mientras que en medio LB a 28°C se 
obtuvieron valores de 1,5 de DO y a 37°C no hubo formación de biofilm. en ninguna de 
las concentraciones de medio de cultivo utilizadas (Figura 1.2.A). 
Por otro lado, para la cepa ST 102 la formación de biofilm fue máxima en medio LB 
diluido 1/20 a 20°C, alcanzando valores de DO595 de 1,25 ± 0,9 significativamente 
mayor respecto el crecimiento en medio LB sin diluir. Los valores de DO obtenidos a 
partir de biofilm de ST 102 incubadas a 28°C y 37°C no mostraron diferencias 
****
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significativas respecto al control del medio sin inocular. Soni et al. (2013) evaluaron la 
formación de biofilm de Salmonella Typhimurium a 22°C, 30°C y 37°C y encontraron 
valores de DO595 mayores a la menor temperatura de incubación similar a lo obtenido 
para ST 102 (Figura 1.2.B).  
Estudios previos han indicado que la formación de biofilm de Salmonella spp. ocurre 
en mayor medida entre 20°C y 22°C a las 48 hs de incubación (Giaouris et al., 2005; 
Stepanovic et al., 2003). Se ha demostrado que la expresión de fimbrias en S. 
Typhimurium es dependiente de la temperatura, produciéndose a 28°C, pero no a 37°C 
(Gerstel y Romling, 2001). En la fase estacionaria del crecimiento, la disminución del 
nitrógeno y del fósforo inducen la expresión de csgD y por lo tanto la expresión de 
biofilm (Gerstel y Romling, 2001). Esto podría explicar que haya más biofilm a las 48 hs 
que a 24 hs y en condiciones de menor disponibilidad de nutrientes como ocurre en 
medio LB 1/20 para esta serovariedad. Sin embargo, también se producen cambios en 
la disponibilidad de oxígeno y en el pH, lo que podría tener un efecto adverso para la 
formación de biofilm de S Typhimurium, dependiendo de la cantidad de nutrientes 
disponibles y del estado del promotor de csgD. 
Respecto a la cepa SE 106, en medio diluido y a 20°C, el valor de DO fue de 0,45, el cual 
se incrementó significativamente con el aumento de temperatura hasta DO=1,75 a 
37°C (Figura 1.2.C). 
Para la cepa SE 115 en medio LB los valores de DO alcanzados fueron de 2,6±0,5, 
similares para las tres temperaturas. Estos valores fueron significativamente mayores 
respectos a los obtenidos en medio LB diluido a las tres temperaturas evaluadas 
(Figura 1.2.D). 
De las cuatro cepas, SE 115 fue la que presentó una mayor formación de biofilm 
cuando se incubó durante 48 horas en medio LB a 28°C, alcanzando valores de DO595 
cercanos a 3 y esta capacidad no es afectada por la temperatura. 
Según indican varios autores, la gran variabilidad demuestra que el desarrollo de los 
biofilms implica tanto propiedades de la superficie celular como interacciones célula-
célula que determinan su estructura, función y composición (Karunakaran y Biggs, 
2011; Wong y O'Toole, 2011). Estas interacciones se ven afectadas por el entorno 
químico y físico al que están expuestas las células bacterianas y la superficie, y tienen 
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lugar en el contexto de una compleja red reguladora (Karatan y Watnick, 2009; Palmer 
y Stoodley, 2007). Teniendo en cuenta que a 28°C se expresan los principales 
componentes de la matriz curli y celulosa, este podría ser el factor determinante de la 
formación de biofilm de SE 115. 
2.1.2 Formación de biofilm de Salmonella distintas superficies 
En la industria de alimentos, Salmonella puede formar biofilms y persistir frente a la 
limpieza y desinfección de las superficies allí encontradas, pudiendo provocar 
contaminación y enfermedades (Gandhi y Chikindas, 2007; Pedersen et al., 2008; 
Vestby et al., 2009; Carpentier y Cerf, 2011; Chuah et al., 2018). La formación de 
biofilms de Salmonella en superficies de contacto con alimentos es una de las mayores 
preocupaciones en seguridad alimentaria debido a la contaminación cruzada (Carrasco 
et al., 2012). Las superficies de los materiales pueden tener diferente impacto sobre la 
adhesión y posterior formación de biofilm de Salmonella (De Oliveira et al., 2014). De 
este modo, la relación entre las propiedades de superficie de las bacterias y la 
producción de biofilm debe ser analizada caso por caso (Wang et al., 2013). 
A fin de evaluar la interacción de las cepas de Salmonella sobre diferentes superficies, 
se estudió la formación de biofilm sobre vidrio y acero inoxidable y se comparó con los 
resultados obtenidos en el apartado anterior. Se seleccionaron como condiciones de 
ensayo: medio de crecimiento LB, a 28°C durante 48 hs y el biofilm se cuantificó por 
tinción con cristal violeta. 
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Como se observa en los gráficos, la capacidad de formación de biofilm de las cepas 
varía según la superficie estudiada. Se destaca que SE 115 fue la cepa de Salmonella 
que presentó significativamente la mayor capacidad de formación de biofilm en 
poliestireno frente al resto de las cepas estudiadas, pero no formó biofilm en ni vidrio 
ni en acero inoxidable. Por otro lado, la cepa SE 101 es fuerte formadora de biofilm en 
poliestireno, mientras que lo hace débilmente en vidrio y acero inoxidable. Del mismo 
modo, la cepa SE 112 presentó moderada capacidad de formación de biofilm en vidrio 
y débil en poliestireno, mientras que no formó biofilm en acero inoxidable.  
Todas las cepas mostraron una formación de biofilm débil o nula en acero inoxidable, 
mientras que en vidrio sólo la cepa SE 112 presentó moderada formación de biofilm. El 
vidrio y el acero inoxidable son considerados materiales hidrofílicos mientras que el 
plástico es hidrofóbico (Donlan, 2002). Dantas et al. (2018) han demostrado que la 
formación de biofilm de Salmonella es mayor en superficies hidrofóbicas como plástico 
y madera que en superficies hidrofílicas como el vidrio. Este resultado confirma lo 
observado en nuestros ensayos. 
Los materiales de plástico son ampliamente utilizados en la industria alimentaria para 
la construcción de tanques, cañerías, accesorios y superficies que entran en contacto 
directo como tablas de corte (Pompermayer y Gaylarde, 2000). Diversos estudios han 
determinado que Salmonella es capaz de formar biofilm en estas clases de materiales 
(Mireles et al., 2001; Stepanović et al., 2003; Paz-Méndez et al., 2017; Cepeda y 
Franco, 2017). 
Las cepas SG 104 y 111 y SE 106 resultaron no formadoras de biofilm en las tres 
superficies estudiadas. Este análisis, permitió evidenciar que no existe relación entre la 
serovariedad y el comportamiento frente a distintas superficies. Estos resultados 
coinciden con los obtenidos en estudios previos que sugieren que la adhesión de 
Salmonella es cepa dependiente y no se encuentran relación entre las serovariedades 
analizadas, aún evaluando superficies con características marcadamente diferentes 
entre sí (Chia et al., 2009; Abeysundara et al., 2018).  
En este estudio las cepas de Salmonella hidrofóbica (SE 112, 113, 114, 115) pudieron 
adherirse y formar biofilm con débil, moderada y fuerte capacidad sobre una superficie 
hidrofóbica como poliestireno, mientras que la cepa SE 116 con una hidrofobicidad 
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superficial similar no pudo formar biofilm en esta superficie. Sumado a esto, las cepas 
hidrofílicas SE 101 y 105 y SG 109, son capaces de formar biofilm sobre poliestireno. 
Estos resultados confirman que la hidrofobicidad no es el único factor involucrado en 
el crecimiento en biofilm. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por 
Abdallah et al. (2014) quienes reportaron que cepas de Salmonella con superficie 
hidrofílica forman biofilm sobre una superficie hidrofóbica como poliestireno y que no 
existe correlación entre la hidrofobicidad de la superficie celular y la formación de 
biofilm. 
2.2 Formación de película en la interfaz aire-líquido  
Estudios recientes indican que Salmonella puede intercambiar entre formar biofilm 
adherida a la superficie del fondo del cultivo o formar una película en la parte superior 
del mismo, en la interfaz aire-líquido, dependiendo de las condiciones 
medioambientales, en un proceso que requiere la producción de fimbrias curli (Paytubi 
et al., 2017; Vaccari et al., 2017), celulosa (Ahmad et al., 2016) y de la secreción de la 
proteína BapA (Latasa et al., 2005). 
La hidrofobicidad celular, la motilidad flagelar y / o la síntesis de polisacáridos 
extracelulares son factores que ayudan a las bacterias a permanecer dentro de la 
interfaz como una plataforma de película flotante o en contacto con el menisco 
(Donlan et al., 2004; Estrada-Acosta et al., 2014). Su desarrollo se ve afectado, entre 
otros factores, por el pH, la salinidad y la temperatura.  De hecho, se utiliza medio LB 
sin NaCl dado que se ha observado previamente que la expresión de genes requeridos 
en la producción de polisacáridos vinculados a la formación de biopelícula se ve 
afectada en presencia de cloruro de sodio (O’tool y Kolter 1998). Además, se ha 
demostrado que la alta osmolaridad inhibe tanto la biosíntesis de flagelos como la 
actividad de csgD, los cuales son necesarios durante las etapas de iniciación de la 
formación de biofilm en Salmonella (Prigent-Combaret et al., 2001; Goller y Romeo, 
2008). El estudio de la formación de biofilm en la interfaz aire-líquido resulta 
interesante ya que las bacterias aeróbicas o aeróbicas facultativas tienen acceso al 
oxígeno y a los nutrientes (Medrano-Felix et al., 2018).  
En el marco de la tesis, el desarrollo de biofilm se registró como una película que flota 
en la interfaz entre el medio de cultivo y el aire, la cual bloquea totalmente la 
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superficie de cultivo y no puede ser dispersada mediante agitación (Latasa et al., 
2012). En la Figura 1.4 se muestran dos cepas de Salmonella formadoras de biofilm con 
diferente fenotipo en la interfaz luego de 96 horas de incubación.  
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Tabla 1.4 Formación de biopelícula en la interfaz aire-líquido de Salmonella. El signo 
+ indica la formación de película en la interfaz luego de 72 hs de incubación mientras 
que - indica que no se formó la película en estas condiciones. 
 
Luego de 24 y 48 horas de incubación a 28°C se observó que las cepas SE 101, 105, 
107, 112, 113, 115 y 116, SG 109 y ST 103 formaron una película en la interfaz aire-
líquido. Para estas cepas, el tiempo de incubación no fue un factor determinante de la 
formación de biopelícula. Las cepas ST 102 y 108 formaron una película en la interfaz a 
partir de las 96 horas. Coincidiendo con estos resultados, Vestby et al. (2009) han 
T 
(hs) 
SE 
101 
ST 
102 
ST 
103 
SG 
104  
SE 
105 
SE 
106 
SE 
107 
ST 
108 
SG 
109 
SG 
110 
SG 
111 
SE 
112 
SE 
113 
SE 
114 
SE 
115 
SE 
116 
24  + - + - + - + - + - - + + - + + 
48 + - + - + - + - + - - + + - + + 
96 + + + - + - + + + - - + + - + + 
 
 
Figura 1.4 Formación de biopelícula en tubo en la interfaz aire-líquido 
Cultivo de Salmonella en medio LB sin NaCl A) Cepa de Salmonella no 
formadora de película en la interfaz y B) cepa de Salmonella formadora 
de película en la interfaz aire-líquido. La película formada se levantó 
con un anza, se depositó en un portaobjetos y se tiño con cristal violeta 
para su observación en microscopio óptico (100X). 
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encontrado que la capacidad de formación de estas películas y su velocidad de 
formación varía entre las serovariedades de Salmonella, siendo S. Typhimurium una 
lenta formadora de estas películas ya que tarda 96 horas o más en hacerlo y este 
fenotipo se correlacionó con una menor capacidad de estas cepas de persistir en el 
ambiente.  
Estudios previos demostraron que la formación de la película en la interfaz aire-líquido 
aumenta con la hidrofobicidad (Schäfer et al., 1998). Sin embargo, la cepa SE 114 que 
resultó hidrofóbica, no formó película en la interfaz. Estos resultados coinciden con los 
obtenidos por Medrano-Félix et al. (2018) donde no se encontró relación entre estas. 
Los autores sugieren que pueden intervenir varios factores, como la fase de 
crecimiento de la población y la producción de exopolisacáridos como se mencionó 
anteriormente, la temperatura, disponibilidad de nutriente, entre otros. Si se compara 
con la formación de biofilm sobre poliestireno, la cepa SE 114 no forma película en la 
interfaz, pero puede formar biofilm adherido a poliestireno. En este caso, la superficie 
abiótica puede ser determinante para el desarrollo del biofilm. 
Por otro lado, las películas formadas por las cepas ST 102, 103, 108 y SE 107 fueron 
visiblemente más delgadas y se disgregaron más fácilmente por agitación con vortex. 
En este sentido, la síntesis de celulosa puede ser un factor importante. Ahmad et al. 
(2016) encontraron que cepas de S. Typhimurium mutantes deficientes en celulasa 
producen una película visiblemente más gruesa y fuerte atribuyéndolo a mayores 
cantidades de celulosa. Sin embargo, en este estudio no se observó una relación entre 
la autoagregación y la capacidad de formar película en la interfaz aire líquido. La cepa 
SE 106 que alcanzó el mayor porcentaje de autoagregación (54%) no formó película 
mientras que ST 102 y 108, con porcentajes de autoagregación de 45% y 42% 
respectivamente, formaron película en la interfaz a las 96 horas. En este sentido, debe 
estudiarse la producción de estructuras como fimbrias curli y celulosa para determinar 
si existe una relación con la capacidad de formación de biofilm y de película en la 
interfaz. A raíz de esto, se planteó el siguiente estudio.  
2.3 Morfotipo de colonias crecidas LB con rojo Congo 
Para estudiar la producción de curli y celulosa de las cepas de Salmonella se utilizó el 
método descripto por Römling et a. (2003) en el cual las bacterias se siembran sobre 
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placas de agar LB sin NaCl suplementado con rojo Congo y Coomasie blue G250. La 
celulosa es un polisacárido que consiste en polímeros de carbohidratos de unidades de 
D-glucosa unidas en β (1 → 4). 
El rojo congo es una sal de sodio de 3,3'-([1,1'-bifenil]-4,4'-diyl)bis(4-aminonaftalen-1-
ácido sulfonico), cuya fórmula es C32H22N6Na2O6S2 y su peso molecular es 696.66 g/mol 
(Martínez Tristán, 2012) (Figura 1.5). Dicho colorante es soluble en agua, conformando 
una suspensión colodial de color rojo. Su solubilidad es mucho mejor 
en solventes orgánicos como el etanol. Por su gran afinidad por las fibras de celulosa y 
fimbrias agregativas,  se adiciona al medio de cultivo para luego detectar dichas 
estructuras en las macrocolonias, las cuales se asocian a la producción de biofilm 
(Römling et al., 1999). 
 
 
 
 
 
Cuando se cultiva Salmonella en agar LB suplementado con rojo congo, la formación 
de una macrocolonia de fenotipo de color rojo, seco y rugoso (RDAR), con bordes lisos 
o irregulares, indica la presencia de fimbrias curli y celulosa, principales componentes 
de la matriz del biofilm de Salmonella. En cambio, una colonia de fenotipo blanca y de 
aspecto suave o liso (SAW) indica la ausencia de estas estructuras. Aquellas colonias 
que presentan un fenotipo de color rosado (PDAR) expresan celulosa pero no fimbrias 
curli, mientras que, al contrario, el fenotipo de color marrón, seco y rugoso (BDAR) 
indica producción de curli, pero no celulosa (Römling et al., 2003). A modo de 
resumen, en la Figura 1.6 se muestra las imágenes de las cepas SE 115, SE 106 y SE 
114, el fenotipo asociado y la nomenclatura correspondiente. 
 
 
 
Figura 1.5 Estructura del colorante rojo Congo. Esta sal es 
utilizada en el medio de cultivo para distinguir la producción de 
fimbrias curli y celulosa en la macrocolonia. 
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Figura 1.6 Morfología de las colonias de Salmonella en agar LB con Rojo Congo. Las 
fotografías corresponden a la colonia desarrollada luego de la incubación a 28°C 
durante 48 hs y en el cuadro se muestran los componentes que están presentes de 
acuerdo al mofotipo indicado como (+) produce y (–) no produce. 
 
Luego de 72 horas de incubación de las cepas de Salmonella en estufa a 28°C se 
encontraron los siguientes resultados expresados en la Tabla 1.5. 
Cepa Salmonella Fenotipo Interpretación 
SE 101 RDAR Celulosa+; Curli+ 
SE 105 RDAR Celulosa+; Curli+ 
SE 106 PDAR Celulosa+; Curli- 
SE 107 RDAR Celulosa+; Curli+ 
SE 112 RDAR Celulosa+; Curli+ 
SE113 RDAR Celulosa+; Curli+ 
SE 114 SAW Celulosa-; Curli- 
SE 115 RDAR Celulosa+; Curli+ 
SE 116 PDAR Celulosa+; Curli- 
ST102 PDAR Celulosa+; Curli- 
ST 103 RDAR Celulosa+; Curli+ 
ST 108 PDAR Celulosa+; Curli- 
SG 104 PDAR Celulosa+; Curli- 
SG 109 RDAR Celulosa+; Curli+ 
SG110 PDAR Celulosa+; Curli- 
SG 111 PDAR Celulosa+; Curli- 
Tabla 1.5 Fenotipo de cepas de Salmonella incubadas en agar LB con rojo Congo. El 
morfotipo de las macrocolonias se determinó por crecimiento de Salmonella en rojo 
congo a 28°C durante 72 horas. La interpretación de los resultados está indicada como: 
(+) produce y (-) no produce. 
Como se observa en la Tabla 1.5, las cepas de Salmonella estudiadas presentaron los 
fenotipos RDAR, PDAR y SAW, mientras que no se encontraron cepas con el fenotipo 
Fenotipo RDAR PDAR SAW 
Curli + - - 
Celulosa + + - 
Capítulo 1______________________________________________________________ 
 
 
- 102 - 
 
BDAR. Nueve de las 16 cepas presentaron colonias rojas, secas y rugosas (RDAR) 
mientras que 6 cepas mostraron un fenotipo PDAR y una sola cepa presentó fenotipo 
SAW. No se encontró relación entre los fenotipos encontrados y las serovariedades de 
Salmonella estudiadas.  
Todas las cepas de Salmonella con fenotipo RDAR en rojo Congo (SE 101, 105, 107, 
112, 113 y 115, ST 103 y SG 109) tuvieron la capacidad de formar de biofilm sobre 
poliestireno y también fueron capaces de formar una película flotante en la interfaz 
aire-líquido, como se mostró en la Figura 1.4. Por otro lado, SE 114 fue la única cepa 
que presentó un morfotipo SAW.  
La conservación del fenotipo RDAR a lo largo de aislados patogénicos de Salmonella y 
las ventajas de supervivencia que esto confiere, sugiere que este fenotipo puede jugar 
un papel importante en la transmisión de Salmonella entre huéspedes. Ha sido 
demostrado que el fenotipo RDAR aumenta la resistencia de Salmonella a la 
desecación, ya que estas logran sobrevivir durante varios meses en ausencia de 
nutrientes en comparación con las mutantes deficientes en fimbrias curli y / o celulosa 
(White et al., 2006). Así mismo la celulosa confiere mayor resistencia al tratamiento 
con hipoclorito de sodio. En este sentido, la determinación del morfotipo RDAR debe 
complementarse con el estudio de unión a calcoflúor que permite determinar 
fehacientemente la producción de celulosa. 
2.4 Determinación de la producción de celulosa por morfotipo en calcoflúor 
El calcoflúor es un fluoróforo que se une a las fibras de celulosa y por lo tanto puede 
utilizarse para determinar la presencia de este polisacárido en la matriz de los biofilms 
de Salmonella.  
Las fimbrias curli y la celulosa se expresan ampliamente en Enterobacteriaceae, como 
Salmonella ssp., Escherichia coli, Shigella spp., Enterobacter spp. y Citrobacter spp. 
(Bokranz et al., 2005; Gerstel y Römling 2003; Solomon et al., 2005). La coexpresión de 
estos componentes estructurales da como resultado una red altamente hidrófoba con 
células muy compactas alineadas en paralelo en una matriz rígida (Zogaj et al., 2001; 
Giaouris et al., 2015). Para determinar la producción de celulosa, las cepas de 
Salmonella se incubaron en placas de Petri conteniendo agar LB suplementado con 
calcoflúor. Las colonias obtenidas se observaron con un transiluminador con lámpara 
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Figura 1.7 Morfotipo de colonia de Salmonella crecida en LB adicionado 
con calcoflúor. Las fotografías corresponden al análisis con 
transiluminador UV de las colonias de SE 115 (arriba) y SE 114 (abajo) 
 
UV a 366 nm para detectar la fluorescencia debido a la presencia de celulosa unida al 
calcoflúor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Todas de las cepas de Salmonella presentaron fluorescencia cuando se iluminaron con 
luz UV confirmando la presencia de celulosa. La Figura 1.7 muestra los morfotipos de 
colonia de SE 115 donde se puede ver fluorescencia en toda la colonia y SE 114 donde 
la fluorescencia se restringe a los bordes. El resto de las cepas presentaron iguales 
características que SE 115 con fluorescencia en toda la colonia. Se ha propuesto que la 
producción de celulosa puede depender del estado fisiológico de las bacterias (Serra et 
al., 2013). En el borde de la colonia, donde se encuentran las células más jóvenes, se 
observa producción de celulosa por unión al calcofluor, mientras que las células más 
viejas del centro de la colonia, no la producen y el centro se observa con menor o nula 
intensidad de fluorescencia. Un morfotipo SAW en rojo Congo y fluorescente con 
calcofluor solo en algunos sectores de la colonia, también fue observado en otros 
estudios. Römling et al. (2003) encontraron que S.  Gallinarum también presentó esta 
particularidad. En algunos casos, la biosíntesis de celulosa se desacopla (parcialmente) 
de la expresión del gen csgD que regula la expresión de curli y celulosa pudiendo 
encontrase colonias SAW fluorescentes con calcofluor (Solano et al., 2002).  
 
3. Estudio de la formación de biofilm por microscopía confocal 
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En base a la mayor capacidad de formación de biofilm de SE 115 cuantificado 
previamente, se visualizó la estructura del biofilm mediante microscopía confocal. Para 
ello las bacterias en el biofilm se tiñeron con Syto 9 mientras que la matriz extracelular 
se tiñó con calcoflúor. Las imágenes obtenidas se muestran en la Figura 1.8. 
 
Las microfotografías muestran en verde las células en el biofilm de SE 115 las cuales se 
encuentran densamente unidas con una matriz polimérica extracelular en color azul. 
En algunas zonas, no se observan bacterias sino canales por donde podrían pasar 
sustancias y nutrientes hacia el interior del biofilm. El espesor medido de las bacterias 
y la matriz fue de 26 µm lo que indica que en el tiempo de incubación se alcanzó a 
formar un biofilm maduro. Se ha descripto la formación de estos canales para el 
biofilm de E. coli donde las microfotografías de láser confocal muestran que las células 
de E. coli y la matriz extracelular forman una estructura 3D compleja con espacios de 
forma irregular que se asemejan a canales de agua que se observaron entre 
estructuras densas de bacterias (Maeyama et al., 2005; Serra et al., 2013). En estos 
trabajos, el espesor del biofilm fue aumentando con el tiempo hasta alcanzar decenas 
de micrómetros a las 24 horas de incubación. 
4.Análisis de correlaciones  
 
 
Figura 1.8 Microfotografías del biofilm de SE 115 por microscopía confocal. La 
cepa fuerte formadora de biofilm SE 115 se incubó durante 48 hs a 28°C en 
medio LB. Las bacterias se marcaron con Syto 9 (verde) y la matriz extracelular 
con calcoflúor (azul). A) vista desde arriba, B) vista en 3D y C) vista de perfil. 
Aumentos 20X. 
 
A B 
C 
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4.1 Propiedades superficiales y formación de biofilm  
La relación entre la hidrofobicidad superficial, la capacidad autoagregativa y la 
capacidad de formación de biofilms de las bacterias se encuentra documentada en la 
bibliografía (Vatsos et al., 2001; Rickard et al., 2004; Jacobs y Chenia, 2009; Lou et al., 
2016). La hidrofobicidad superficial se asocia con la adhesividad bacteriana y varía de 
organismo a organismo, entre cepa y cepa y está influenciada por el medio de 
crecimiento, el estado fisiológico y las estructuras de la superficie bacteriana (Herald y 
Zottola, 1988 ; Hood y Zottola, 1995 ; Chavant et al., 2002 ; Gorski et al., 2003 ; Moltz y 
Martin, 2005 ; James et al., 2005; Folsom et al., 2006). 
Cinco cepas SE 101, 105, 113 y 115 y SG 109 a 28°C en medio LB presentaron 
moderada a fuerte formación de biofilm sobre poliestireno mientras que en vidrio y en 
acero inoxidable las cepas evaluadas no forman biofilm o lo hacen débilmente.  En la 
Figura 1.9 se grafica la capacidad de formación de biofilm de Salmonella en función de 
la hidrofobicidad superficial o en función de la autoagregación. 
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El coeficiente de correlación lineal de Pearson entre la formación de biofilm y el 
porcentaje de hidrofobicidad fue de 0,065, y entre la formación de biofilm y el 
porcentaje de autoagregación fue de 0,07. Similares valores fueron encontrados por Li 
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et al. (2015). Estos resultados indican que no existe correlación entre estas variables 
en las condiciones estudiadas. La relación entre las propiedades superficiales de las 
bacterias y la cantidad de biofilm formado deben evaluarse para cada cepa. 
4.2 Relación entre formación de biofilm y características fenotípicas  
Para relacionar las diferentes propiedades vinculadas a la formación de biofilm que se 
estudiaron en este capítulo, se presentan los resultados obtenidos en los ensayos 
previos se resumen en la Tabla 1.6.  
 
Tabla 1.6 Formación de biofilm y fenotipos de Salmonella estudidas Las cepas se 
crecieron en medio LB a 28°C durante 48 horas. Los signos indican (+) produce y (-) no 
produce. 
 
Todas las cepas que mostraron moderada o fuerte capacidad de formación de biofilm 
en poliestireno por tinción con CV tienen un morfotipo RDAR y formación de película 
en la interfaz aire-líquido. Por otro lado, todas las cepas con morfotipo PDAR, es decir 
que producen celulosa pero no curli, no formaron película en la interface aire-líquido, 
Cepa 
Salmonella 
Morfotipo en  
Rojo Congo 
LB con 
Calcoflúor 
Película interfaz 
aire-líquido 
Cristal 
Violeta 
(poliestireno) 
SE 101 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + FUERTE 
SE 105 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + MODERADO 
SE 106 PDAR Curli-; celulosa+ celulosa + - DÉBIL 
SE 107 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + DÉBIL 
SE 112 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + DÉBIL 
SE 113 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + MODERADO 
SE 114 SAW Curli-; celulosa- celulosa + - NO FORMA 
SE 115 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + FUERTE 
SE 116 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + NO FORMA 
SG 104 PDAR Curli-; celulosa+ celulosa + - NO FORMA 
SG 109 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + MODERADO 
SG 110 PDAR Curli-; celulosa+ celulosa + - DÉBIL 
SG 111 PDAR Curli-; celulosa+ celulosa + - NO FORMA 
ST 102 PDAR Curli-; celulosa+ celulosa + - NO FORMA 
ST 103 RDAR Curli+; celulosa+ celulosa + + DÉBIL 
ST 108 PDAR Curli-; celulosa+ celulosa + - DÉBIL 
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indicando que la síntesis de curli puede ser esencial para la producción de estas 
películas de Salmonella, coincidiendo con los resultados obtenidos por Paytubi et al. 
(2017). Además, estas cepas no pudieron formar biofilm en placa de poliestireno o lo 
hicieron débilmente.  
El fenotipo rugoso (RDAR), en comparación con el fenotipo SAW, ha sido 
correlacionado con la habilidad de formar biofilm en poliestireno y una película en la 
superficie de tubos de vidrio en condiciones de baja salinidad y temperatura de 25°C a 
30°C (Anriany et al., 2001; de Rezende et al., 2005; Solomon et al., 2005). Estos 
resultados coinciden con los obtenidos en este trabajo, donde todas las cepas que 
mostraron formación de biofilm en placa de poliestireno, presentaron un morfotipo 
RDAR y formaron una película en la interfaz aire-líquido. 
La cepa SE 115 con capacidad para producir película en la interfaz aire-líquido y 
fenotipo RDAR en rojo Congo resultó fuerte formadora de biofilm en poliestireno (2,5 
veces más fuerte que la cepa SE 101 con características similares). Por otro lado, esta 
cepa ha sido aislada a partir de guano de una granja avícola de la provincia de Santa 
Fe. Por este motivo, resulta interesante estudiar el control de este tipo de 
microorganismos en contextos de granjas avícolas. 
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Conclusiones 
 
 Las cepas de Salmonella estudiadas mostraron un porcentaje de 
autoagregación entre el 16% y 55% a las 20 horas.  Cinco cepas resultaron 
moderadamente hidrofóbicas (20<H%<50%) y ninguna cepa estudiada resultó 
altamente hidrofóbica. Para estas cepas se encontró una correlación positiva entre 
ambas propiedades superficiales, pero no hubo correlación para las cepas hidrofílicas.  
 No se encontró una correlación entre las propiedades superficiales y la 
capacidad de formación de biofilm, la cual resultó dependiente de las cepas, de las 
condiciones de cultivo y de la superficie de contacto.  
 La cepa SE 115 presentó la mayor capacidad de formar de biofilm en las 
condiciones de cultivo de 28°C en medio LB sobre poliestireno durante 48 horas.  
 Nueve de las 16 cepas evaluadas formaron una película en la interface aire-
líquido. Todas ellas presentaron un fenotipo RDAR, indicando producción de fimbrias 
curli y celulosa. 
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CAPÍTULO II 
 
CARACTERIZACIÓN SUPERFICIAL Y 
 FORMACIÓN DE BIOFILM DE  
LACTOBACILOS
CAPÍTULO 2 
 
Caracterización superficial y formación de biofilm de 
lactobacilos  
 
Las bacterias ácido lácticas (LAB) son un grupo heterogéneo de bacterias gram-
positivas que comprenden varios géneros entre los que se encuentran Lactobacillus, 
Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus que han evolucionado en 
estrecha asociación con los humanos. Las LAB tienen un papel clave en la industria 
alimentaria, ya que se han utilizado tradicionalmente para iniciar los procesos de 
fermentación, contribuyendo así a la calidad y conservación de los alimentos 
fermentados (Savadogo, 2006; Moreno-Arribas et al., 2008; Hugenholtz, 2008; 
Lahtinen et al., 2010). Si bien su uso para fermentar alimentos se remonta a tiempos 
muy antiguos, en las últimas décadas, las LAB se han estudiado por sus propiedades 
beneficiosas para la salud, por su capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias 
patógenas y para posibles aplicaciones tecnológicas en la industria alimenticia y 
biomédica (Lewus et al., 1991; Aguirre y Collins, 1993; Ringø et al., 2010; Wang et al., 
2019; Antara et al., 2019).  Algunas LAB tienen la capacidad de colonizar superficies 
abióticas formando biofilms lo cual podría contribuir a limitar el acceso a patógenos 
(Kubota et al., 2009; Falagas y Makris, 2009; Hibbing et al., 2010; Gómez et al., 2016).  
Estos lactobacilos y sus metabolitos presentes en el sobrenadante de los cultivos han 
mostrado previamente capacidad para inhibir patógenos tales como Escherichia coli 
enterohemorrágica (Hugo et al., 2007), Salmonella Enteritidis (Golowczyc et al., 2007), 
Shigella flexneri y S. sonnei (Kakisu et al., 2013) y Clostridium difficile (Trejo et al., 
2010). Algunas de ellas como las cepas de Lb kefiri poseen en su superficie proteínas 
de capa S que son arreglos planos de origen proteico o glico-proteico las cuales pueden 
alinearse en células individuales con diferentes simetrías cubriendo la superficie 
celular (Sára y Sleytr, 2000). Se ha propuesto que protegen a las bacterias del 
medioambiente hostil, mantienen la forma celular y están involucradas en diferentes 
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interacciones de la superficie celular (Konstantinov et al., 2008; Golowczyc et al., 
2009). La presencia de capa S tiene una acción protectora sobre las células Caco-2 ya 
que inhibe la invasión de Salmonella entérica serovar enteritidis (Golwczyc et al., 
2007). Otras cepas son productoras de exopolisacáridos (EPS) (Gangoiti et al., 2017), 
que son estructuras presentes en la matriz de biofilms (Flemming, 2007).  
En este capítulo, se estudió la capacidad de autoagregación, la hidrofobicidad y la 
formación de biofilm en distintas condiciones de cultivo de siete cepas de lactobacilos 
aislados de distintas fuentes de alimentos previamente estudiadas en nuestro 
laboratorio. Se seleccionaron siete cepas de lactobacilos aisladas de diferentes fuentes 
alimentarias tales como leche y gránulos de kefir que han sido previamente aisladas y 
estudiadas en nuestro laboratorio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 2 ______________________________________________________________ 
- 113 - 
 
Objetivos 
 
 Caracterizar 7 cepas de lactobacilos en cuanto a su capacidad de 
autoagregación y la hidrofobicidad.  
 Evaluar la capacidad de formación biofilm de lactobacilos en distintas 
condiciones de cultivo y sobre distintas superficies presentes en la industria 
alimentaria 
 Establecer si existe una relación entre las propiedades superficiales y la 
formación de biofilm. 
 Estudiar la capacidad de interacción superficial entre lactobacilos y Salmonella 
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Resultados y discusión 
 
1. Caracterización de propiedades superficial de lactobacilos 
Entre las propiedades superficiales de LAB tales como la adhesión de bacterias a varias 
superficies y su autoagregación pueden estar reguladas por la síntesis de sustancias 
extrapoliméricas (EPS) (Rinaudi et al., 2010) y ha sido relacionada también con su 
hidrofobicidad superficial (Collado et al., 2007, 2008; Bao et al., 2010; Chen et al., 
2010). Estudios previos demostraron que las proteínas, las glicoproteínas, proteínas de 
capa S y los ácidos teicoico y lipoteicoico en la superficie celular de las bacterias juegan 
un papel importante en la autoagregación y la hidrofobicidad de las cepas (Kos et al., 
2003; Golowczyc et al., 2007; Lahtinen et al., 2009; Goh y Klaenhammer, 2010).  
Ciertos lactobacilos pueden prevenir la adherencia de bacterias patógenas a la mucosa 
intestinal ya sea mediante la autoagregación que forma una barrera física o por 
coagregación con los patógenos (Collado et al., 2007; Vlkov et al., 2008). Los 
mecanismos propuestos para su actividad antimicrobiana relacionados a propiedades 
superficiales incluyen la competencia por los sitios de adhesión lo que lleva a la 
exclusión competitiva de los patógenos (Servin y Coconnier 2003; Woo y Ahn, 2013). 
Por lo tanto, debido a estos resultados, se evaluaron la autoagregación y el porcentaje 
de hidrofobicidad superficial de los lactobacilos.  
1.1 Autoagregación  
Para la determinación del porcentaje de autoagregación de los lactobacilos 
provenientes de cultivos 24 horas, se midió la disminución (caída) de la densidad 
óptica a 600 nm (DO600) de una suspensión de lactobacilos en PBS manteniendo el 
tubo en forma estática de manera que las bacterias sedimenten durante 24 horas. En 
la Figura 2.1, se muestran los resultados del porcentaje de autoagregación para las 
cepas de lactobacilos empleadas. 
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Como se observa en la Figura 2.1 se establecieron tres grupos de bacterias en función 
de su capacidad de autoagregar: altamente autoagregantes (%A>50%), Lb kefiri 8321 y 
Lb kefiri 8344 con porcentajes de autoagregación de 51,5 y 58%, respectivamente; Lb 
plantarum 83114 que resultó moderadamente autoagregante (50%>%A>20%), y Lb 
kefiri 83113 y 5818, Lb plantarum 8327 y Lb delbrueckii sub. latis 133 que no superaron 
el 5% de autoagregación (%A<20%). Cultivos de 24 horas Lb kefiri cepas 83113 y 8321 
fueron tratados mediante tinción de Gram y analizados por microscopia de óptica.  
Para la cepa 8321 se observaron acúmulos bacterianos con muy pocas células libres 
(Figura 2.2 A), confirmando la naturaleza autoagregante de esta cepa. Para Lb kefiri 
83113 no se observaron acúmulos bacterianos (Figura 2.2 B), como es de esperarse 
para las cepas no autoagregantes.  
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                A)                           B) 
      
 
Figura 2.2 Autoagregación de lactobacilos en microscopio óptico. 
Microfotografía de lactobacilos por tinción de gram (A) lactobacilo 
Lb kefiri 8321 autoagregante y (B) Lb kefiri 83113 no autoagregante. 
Aumento 100X. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es importante destacar que las cepas de Lb. kefiri poseen proteínas de capa S en su 
superficie, lo cual podría favorecer la interacción entre bacterias como se ha dicho 
anteriormente. En concordancia con esto, varios trabajos han demostrado que la 
remoción de las proteínas de la superficie de lactobacilos con LiCl 5M reduce el 
porcentaje de autoagregación en Lb crispatus y Lb acidophilus (Kos et al., 2003; Chen 
et al., 2007), Lb. kefiri (Garrote et al., 2004), Lb fermentum y Lb lactis (Li et al., 2014) y 
Lb helveticus (Beganovic et al., 2011). En nuestro estudio, las cepas Lb kefiri 83113 y 
5818 que presentan proteínas de capa S en su superficie, no mostraron capacidad 
autoagregante. Malamud et al. (2016) encontraron que la capa S de las cepas de 
lactobacilos agregantes, entre ellas Lb kefiri 8321, comparten el 100% de su secuencia 
de aminoácidos, sugiriendo que algunas características estructurales comunes de estas 
proteínas serían responsables, al menos en parte, de la capacidad de autoagregación 
de las bacterias.  
Nuestros resultados concuerdan con Li et al. (2015) que estudiaron 18 cepas de 
lactobacilos de diferentes especies portadoras o no de proteínas de capa S, y también 
encontraron que la capacidad autoagregativa es cepa-dependiente y debe estudiarse 
en cada caso. Esto muestra que la habilidad de los lactobacilos para autoagregar 
depende de otras estructuras de superficie tales como proteínas de adhesión, de la 
hidrofobicidad superficial (Kos et al., 2003; Van Der Mei et al., 2003; Vadillo-Rodriguez 
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et al., 2005; Ekmekci et al., 2009; Leccese Terraf et al., 2014) y la presencia de 
polisacáridos extracelulares (Sillanpaa et al., 2000; Kos et al., 2003; Walter et al., 
2008).  
Se observa además que las cepas de Lb plantarum que producen EPS presentaron bajo 
% de autoagregación, lo que podría indicar que no hay una relación entre la 
producción de EPS y la capacidad de interacción entre las bacterias. 
1.2 Hidrofobicidad 
En la Figura 2.3 se muestran los resultados de porcentaje de hidrofobicidad de las 
cepas de lactobacilos estudiadas utilizando xileno y hexadecano como solventes. Se 
puede ver que para varias cepas los porcentajes de hidrofobicidad son 
significativamente diferentes según el solvente utilizado, aunque en ambos casos se 
observaron las mismas tendencias.  
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Figura 2.3 Porcentaje de hidrofobicidad de lactobacilos. Se
utilizó el método MATH en xileno       y hexadecano       . La línea
de puntos indica el valor de 50% a partir del cual las cepas son
consideradas altamente hidrofóbicas y en 20% valor a partir del
cual son moderadamente hidrofóbicas.  Las diferencias
significativas se indican con **** (p<0.0001).
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Como se mencionó anteriormente, las cepas se clasificaron en altamente hidrofóbica 
(≥ 50%), moderada (de 20 a 50%) e hidrofílica (≤20%) según la clasificación hecha por 
Di Bonaventura et al. (2008). 
La cepa Lb. kefiri 8321 mostró mayor afinidad hacia los solventes utilizados, 
alcanzando valores de hidrofobicidad superficial de 75,7% en xileno y 40,5% en 
hexadecano, mientras que Lb kefiri 8344 alcanzó valores de 54% en xileno y 33% en 
hexadecano. Se observó además que estas cepas habían presentado capacidad 
autoagregante, indicando una posible relación entre esta propiedad y la hidrofobicidad 
superficial. Estos resultados concuerdan con trabajos previos donde los lactobacilos 
con alta capacidad de autoagregación también presentan elevada hidrofobicidad 
(Chen et al., 2010; Nikolic et al., 2010). Tuo et al. (2013) han observado que existe una 
correlación positiva entre la autoagregación y la hidrofobicidad de 15 cepas de Lb 
plantarum.  
Por otro lado, las cepas de Lb plantarum 83114 y 8327 y Lb delbrueckii subsp. lactis 133 
mostraron ser hidrofílicas en ambos solventes ya que no superaron el 20% de 
hidrofobicidad superficial. Esto está en concordancia con estudios previos que indican 
que Lb plantarum posee una superficie hidrofílica (Golowczyc, 2008; Ramos et al., 
2013) mientras que Lb delbrueckii subp. lactis presenta una gran variabilidad en la 
hidrofobicidad superfcial (Guglielmotti et al., 2007). 
 
2. Formación de biofilm 
Cepas del género Lactobacillus pueden formar biofilms tanto en superficies bióticas 
como abióticas (Lebeer et al., 2007; Kubota et al., 2008; Lebeer et al., 2010; 
Fernandez-Ramirez et al., 2015; Slížová et al., 2015; Aoudia et al., 2016). Se ha 
demostrado que lactobacilos en biofilm pueden producir sustancias antimicrobianas 
tales como reuterina (Jones y Versalovic, 2009) la cual posee capacidad para inhibir el 
desarrollo de una amplia variedad de microorganismos incluyendo bacterias gram 
positivas y gram negativas, hongos y protozoos (Talarico y Dobrogosz, 1989).  
También se ha encontrado que el biofilm de bacterias probióticas pueden desplazar 
biofilms de bacterias patógenas. Saunders et al. (2007) demostraron que el biofilm de 
como Lb reuteri desplaza el biofilm del patógeno Gardnerella vaginalis constituyendo 
un biofilm protector del tracto urogenital femenino. Gómez et al. (2016) demostraron 
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que los biofilms de L lactis, Lb curvatus y Lb sakei inhiben la formación de biofilm de 
Listeria monocytogenes, E coli O157:H7 y S. Typhimurium dada por la combinación de 
múltiples factores como la producción de bacteriocinas y biosurfactante. Kim et al. 
(2006) encontró que la producción de EPS de Lb acidophillus tiene actividad anti-
biofilm de E. coli enterohemorrágica, S. Enteritidis, S. Typhimurium, Yersinia 
enterocolítica, Pseudomonas aeruginosa y Listeria monocytogenes. 
En esta parte del trabajo, se estudió la capacidad formadora de biofilm de lactobacilos 
que presentaron diferentes propiedades superficiales. Varias condiciones de cultivo 
fueron estudiadas a fin de entender el impacto de estos factores en la adhesión y 
desarrollo de los microorganismos sobre superficies abióticas. Por un lado, se estudió 
el efecto de distintos medios de cultivo como MRS que es el medio habitualmente 
utilizado para cultivar lactobacilos y BHI, donde además pueden crecer otras bacterias 
tales como Salmonella. Por otro lado, se evaluó la formación de biofilm sobre distintas 
superficies, encontradas habitualmente en el ámbito de la producción de alimentos 
tales como poliestireno, vidrio y acero inoxidable.  
2.1 Formación de biofilm de lactobacilos en distintos medios de cultivo  
2.1.1 Cuantificación por la técnica de cristal violeta 
Varios estudios han demostrado que la composición del medio de crecimiento de las 
bacterias lácticas puede afectar su capacidad para formar biofilms (Rochex et al., 2007; 
Leeber et al., 2007; Terraf et al., 2012). Para evaluar el efecto del medio de cultivo, los 
lactobacilos se crecieron en medio MRS o BHI y el biofilm formado se cuantificó 
mediante tinción con cristal violeta. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 
2.4.  
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Como se observa la Figura 2.4 el MRS es el medio de cultivo en el cual la formación de 
biofilm fue mayor cuando se cuantificó por CV.  En medio BHI sólo la cepa Lb kefiri 
83113 presentó una fuerte formación de biofilm, alcanzando valores similares a los 
obtenidos en MRS cercanos a DO595= 3. Por otro lado, Lb kefiri 5818 fue la cepa que 
mayor capacidad de formación de biofilm presentó, alcanzando valores de DO595 
cercanos a 8, seguida de Lb plantarum 83114 con DO595=7, y las cepas Lb kefiri 8344 y 
83113 y Lb plantarum 83114 con valores cercanos a DO595=4. 
Se realizó una clasificación de las cepas de lactobacilos por su capacidad de formar 
biofilm, según el criterio definido por Stepanović et al. (2004). El valor DO595 de corte 
(DOc) se definió como 3 desviaciones estándar por encima de promedio de DO del 
control negativo.  
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DO ≤ DOcorte= no formadora de biofilm (nFB) 
DOcorte< DO ≤ 2 x DOcorte = débil formadora de biofilm (dFB) 
2x DOcorte <DO ≤ 4 x DOcorte = moderada formadora de biofilm (mFB) 
4x DOcorte < DO = fuerte formadora de biofilm (fFB) 
Según este criterio, las cepas estudiadas se clasificaron como se resume en la Tabla 
2.1. 
Medio de 
cultivo 
Cepa lactobacilo 
83113 8321 8344 5818 83114 8327 133 
MRS fFB nF fFB fFB fFB mFB dFB 
BHI fFB nF mFB dFB mFB dFB nFB 
Tabla 2.1. Capacidad formadora de biofilm de lactobacilos en medio MRS o BHI.  La 
capacidad de formación de biofilm se indicó como: cepas no formadoras de biofilm 
(nF) y formadoras de biofilm con débil (dFB), moderada (mFB) o fuerte (fFB) capacidad. 
 
Excepto la cepa Lb kefiri 8321, todos los lactobacilos fueron fuertes o moderados 
formadores de biofilm cuando se crecieron en MRS, mientras que en el medio BHI las 
cepas fueron débiles, moderadas o no formadoras de biofilm (Tabla 2.1). La cepa Lb 
delbrueckii subsp. lactis 133 resultó débil formadora de biofilm en MRS y no formadora 
en BHI.  
2.1.2 Cuantificación por recuento de viables 
El ensayo por tinción CV se utiliza para la cuantificación del biofilm total ya que 
además de células vivas, también puede teñir los componentes de la matriz como 
células muertas, ADN extracelular, proteínas y/o exopolisacáridos. Por lo tanto, es un 
buen método para cuantificar la biomasa total pero no proporciona información sobre 
número de células viables en el biofilm (Merritt et al., 2005). Para determinar esto, la 
formación de biofilm de lactobacilos se cuantificó también mediante recuento de 
viables, como se muestra en la Figura 2.5. 
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En la Figura 2.5 se observa que el número de células viables en el biofilm fue mayor en 
BHI que en MRS excepto para las cepas Lb kefiri 5818 y Lb delbrueckii sub. lactis 133 las 
cuales no fueron detectadas por esta técnica cuando se crecieron en BHI. La técnica de 
CV detecta la formación de biofilm a partir de 6,8 log UFC/pocillo por lo que puede no 
detectar niveles bajos de formación de biofilms (Castelijn et al., 2012). La cepa Lb kefiri 
8321, para la cual la tinción con CV resultó no formadora de biofilm en ambos medios 
de cultivo, alcanzó recuentos de entre 1x106 y 5x107 UFC/pocillo en MRS y en BHI 
respectivamente. Wang et al. (2013) afirmó que más de 5 log UFC/cm2 es necesaria 
para decir que una cepa es formadora de biofilm. Por la tanto, la cepa Lb kefiri 8321 
puede adherirse y formar biofilm, aunque la cantidad de matriz extracelular formada 
no permite detectarla por CV. Fernandez-Ramirez et al. (2015) estudiaron la formación 
de biofilm de Lb plantarum en distintas condiciones de cultivo, encontrando que todas 
las cepas presentaron mayor capacidad de formación de biofilm en medio BHI que en 
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MRS y demostraron que la tinción con CV y el recuento de células viables en el biofilm 
están poco correlacionadas. Si bien los investigadores obtenían recuentos de 107-108 
UFC/pocillo, la cuantificación mediante CV estaba cercano al límite de detección para 
algunas cepas, mientras que para otras cepas la tinción con CV resultaba en altos 
valores de DO595 indicando que la muerte celular o la lisis libera productos como eDNA 
y/o proteínas que contribuyen a la matriz extracelular. En este sentido, mayores 
cantidades de biofilm obtenidos en MRS, detectados por CV, se corresponderían con 
grandes cantidades de macromoléculas secretadas durante la lisis de un mayor 
número de bacterias respecto al biofilm en BHI.  
Los resultados publicados por otros autores indican cierta controversia en cuanto a la 
capacidad de lactobacilos de formar biofilm en un medio de cultivo típico como el 
MRS. Leccese Terraf et al. (2012) estudiaron 15 cepas de lactobacilos las cuales no 
formaron biofilm en medios de cultivo estándar para bacterias lácticas (caldos MRS y 
LAPTg) en microplacas de poliestireno. Además, la limitación de las fuentes de carbono 
(por ejemplo, omisión de glucosa) o de cationes divalentes (por ejemplo, omisión de 
Mn+2), no estimularon el desarrollo de biofilm. Lebeer et al. (2007) mostró que Lb 
rhamnosus GG no pudo formar biofilm después de 24 a 96 h en medio MRS, pero 
formó biofilm en condiciones con restricción de nutrientes. Sin embargo, los autores 
anteriores no evidenciaron la formación de biofilm en MRS sin glucosa con diferentes 
Lb rhamnosus y Lb casei. Por otro lado, Martín et al. (2008) mostraron que cepas de Lb 
jensenii se adhirieron fuertemente a un sustrato de plástico en medio MRS, lo que 
indica que esta propiedad depende de las diferentes cepas y de factores ambientales.  
Como se dijo anteriormente, las cepas de Lb kefiri poseen proteínas de capa S en su 
superficie mientras que las cepas de la especie Lb plantarum producen polisacáridos 
extracelulares (Hamet et al., 2015). Dado que las proteínas de capa S forman parte de 
la estructura superficial más externa de las bacterias, se ha propuesto que pueden 
participar de la adhesión bacteriana a diferentes superficies (Kotiranta et al., 1998; 
Schneitz Sakakibara et al., 2007). En nuestro estudio hemos encontrado que, excepto 
Lb kefiri 8321, las cepas de Lb kefiri con capa S, tienen fuerte capacidad para formar 
biofilm en MRS, evaluado tanto por tinción con CV como por recuento. Idéntico 
resultado se obtuvo para las cepas de Lb plantarum 83114 y 8327 las cuales, si bien no 
presentan proteínas de capa S, poseen otras proteínas de superficie. Se conoce que el 
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factor de elongación Tu (EF-Tu), la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y 
la triosafosfato isomerasa (TPI) son proteínas unidas a la superficie con un papel en la 
adhesión de Lactobacillus plantarum (Ramiah et al., 2008). Estudios previos en nuestro 
grupo demostraron que Lb plantarum 8327 produce un α-glucano compuesto por 
glucosa cuando crece en leche y un heteropolisacárido compuesto principalmente de 
glucosa, glucosamina y ramnosa cuando crece en un medio con glucosa (Gangoiti et 
al., 2017). Dado que MRS y BHI contienen glucosa, esta cepa podría estar formando un 
exopolisacárido. Por otro lado, ha sido determinado que Lb plantarum 83114 también 
es capaz de producir polisacárido cuando se cultiva en leche (Hamet et al., 2015). 
Como los polisacáridos han sido descriptos como el principal componente de la matriz 
extracelular de los biofilms (Frølund et al., 1996; Wingender et al., 2001, Flemming y 
Wingender, 2010) y fueron relacionados tanto al establecimiento de microcolonias en 
la fase inicial de la formación de biofilms como a la estabilidad mecánica de biofilms 
maduros (Ma et al., 2009), la presencia de estas sustancias podría estar implicadas en 
la formación de biofilm de estas cepas de Lb. plantarum.  
La cepa Lb delbrueckii sub lactis 133 que no posee proteínas de capa S ni produce 
exopolisacáridos, mostró escasa o nula capacidad de formar biofilm por CV ni por 
recuento de viables. Nuestros resultados nos indican que la presencia de capa S y la 
producción de EPS estarían implicadas en la formación de biofilm. 
2.2 Formación de biofilm en distintas superficies 
Por lo visto anteriormente, se propuso caracterizar la capacidad de lactobacilos de 
formar biofilm en vidrio, acero inoxidable y poliestireno.  
Para evaluar la capacidad formadora de biofilm, las cepas de lactobacilos fueron 
crecidas en MRS durante 48 horas a 30°C sobre poliestireno, vidrio y acero inoxidable 
(AISI 304) y posteriormente determinar por CV. En la Figura 2.4 y a modo ilustrativo, se 
muestran las fotografías de la cuantificación de la formación de biofilm de las cepas de 
lactobacilos en placa de poliestireno.  
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control       Lb 133       Lb 8321       Lb 83113  Lb 5818    Lb 8344    Lb 83114    Lb 8327 
 
Figura 2.6 Cuantificación de la formación de biofilm de lactobacilos por cristal 
violeta. Los lactobacilos fueron incubados durante 48 horas a 30°C en medio BHI en 
placa de poliestireno de 24 pocillos.  
 
Las cepas Lb kefiri 83113, 8344, 5818, Lb plantarum 83114 y 8327 fueron capaces de 
adherirse y crecer sobre la superficie de poliestireno en las condiciones de cultivo 
mencionadas y unir el colorante como se muestra en la fotografía (Figura 2.6). 
En la Figura 2.7 se muestran los resultados de formación de biofilm de lactobacilos 
expresados como valores de DO595/ cm2 obtenidos sobre poliestireno, vidrio y acero 
inoxidable. 
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Según se observa en la Figura 2.7, todos los lactobacilos excepto la cepa Lb kefiri 8321, 
tuvieron capacidad de formación de biofilm en alguna de las superficies estudiadas 
cuando se cuantificó por CV. La mayor producción de biofilm se observó en 
poliestireno, siendo Lb kefiri 5818 la cepa que alcanzó los mayores valores de DO595 
/cm2 cercanos a 8, seguida por Lb plantarum 83114 que alcanzó valores similares, 
observándose diferencias significativas con el resto de las superficies estudiadas. Otras 
cepas como Lb delbrueckii sub. lactis que no mostró formación de biofilm en 
poliestireno, alcanzó valores de DO595 /cm2 cercanos a 3 cuando se utilizó acero 
inoxidable como superficie. 
Todas las cepas de Lb kefiri excepto la 8321, resultaron formadoras de biofilm sobre las 
tres superficies estudiadas, siendo el poliestireno el material sobre el cual la formación 
de biofilm fue significativamente mayor respecto a las otras dos superficies (p<0.001). 
Tanto los lactobacilos que poseen capa S como aquellos que no presentan estas 
estructuras en su superficie pudieron formar biofilm. No se encontró una relación 
entre la hidrofobicidad de la superficie celular y del sustrato ya que las cepas Lb kefiri 
8344 (hidrofóbica) y 5818 (moderadamente hidrofóbica), así como Lb kefiri 83113 
(hidrofílica) pudieron formar biofilm en superficies tanto hidrofóbicas como 
hidrofílicas.  Esto demuestra que en la formación de biofilm de lactobacilos puede 
deberse a múltiples factores además de la hidrofobicidad como la presencia de 
proteínas de superficie y la producción de polisacárido. Por otro lado, las cepas de Lb 
plantarum 83114 y 8327 que pueden producir EPS resultaron, aunque en distinta 
medida, productoras de biofilm en poliestireno y vidrio. Dertli et al. (2015) estudiaron 
el efecto de la producción de EPS de una cepa de Lb johnsonii sobre sus propiedades 
de superficie encontrando que el EPS de Lb johnsonii afecta la capacidad de 
producción de biofilm aunque no sería el único factor determinante en esta propiedad. 
Todo esto demuestra que las proteínas de superficie, la hidrofobicidad y la producción 
de EPS no explican por si mismos la formación de biofilm. 
 
3. Co-agregación de lactobacilos con Salmonella   
La co-agregación es un proceso mediante el cual bacterias genéticamente distintas se 
unen entre sí a través de moléculas específicas. Dicha interacción está mediada por 
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una proteína "adhesina" en un tipo de célula y un "receptor" de sacárido 
complementario en el otro (Rickard et al., 2003). Los lactobacilos pueden evitar la 
adherencia de patógenos a la mucosa intestinal formando una barrera mediante la 
autoagregación y/o la co-agregación con otras bacterias (Collado et al., 2007; Vlkov et 
al., 2008). Del mismo modo, este mecanismo puede evitar que patógenos se adhieran 
y formen biofilm en superficies abióticas de (Twetman et al., 2009; Lang et al., 2010; 
Woo y Ahn, 2013). 
En este trabajo, se estudió la capacidad de co-agregación de Lb plantarum 83114, Lb 
kefiri 83113 y 8321 con las cepas de Salmonella previamente caracterizadas en el 
Capítulo 1. Los resultados de los ensayos de co-agregación se muestran en la Tabla 2.2, 
junto con los resultados de hidrofobicidad de los lactobacilos obtenidos anteriormente 
para poder correlacionar dichas propiedades superficiales. 
 
Cepas de  
Salmonella  
 % Co-agregación con Lactobacillus 
%Hidrofobicidad 
de Salmonella 
 8321 
(%H=76 ± 2)1 
 83113 
(%H=7 ± 0,5)1 
83114 
(%H=8 ± 1)1 
SE 101 2,5 ± 1,0 6 ± 2a 53 ± 6b 43 ± 5b 
SE 105 2,1 ±   1,1 15,2 ± 0,4a 46 ± 18b 28,5 ± 0,5a 
SE 106 1,6 ± 1,5 24 ± 12a 69 ± 11b 43 ± 3c 
SE 107 1,2±  1,1 15 ± 2a 59 ± 13b 32 ± 5c 
SE 112 27,5 ± 1,6 11,9 ± 0,2a 71 ± 3b 34 ± 1c 
SE 113 20,6 ± 1,0 8 ± 6a 57 ± 2b 22 ± 1c 
SE 114 31,1 ± 5,8 8 ± 3a 63 ± 1b 28,1 ± 0,2c 
SE 115 44,3±7,3 21 ± 5a 57 ± 3b 34,0 ± 0,5a 
SE 116 41,6 ± 7,2 11 ± 3a 42 ± 12b 35,1 ± 0,8b 
ST 102 2,7 ± 1,0 25 ± 2a 66 ± 5b 37 ± 4a 
ST 103 6,4 ± 0,2 25 ± 4a 72  ±6b 37 ± 1a 
ST 108 7,2 ± 5,0 42 ± 3a 90,4 ± 0,6b 51 ± 1a 
SG 104 1,9 ± 2,6 51,8 ± 0,4a 68 ± 15b 30,5 ± 0,4c 
SG 109 1,4 ± 0,2 10 ± 1a 55,5 ± 0,6b 27 ± 3c 
SG 110 1,6 ± 1,5 50 ± 3a 71,7 ± 0,8b 27,1 ± 0,9c 
SG 111 6,8 ± 1,7 38 ± 2a 73 ± 1b 28 ± 1a 
Tabla 2.2 Co-agregación de lactobacilos con Salmonella a, b, c: letras diferentes indican 
diferencias significativas entre las tres cepas de Lactobacillus (p<0.05). 1Porcentaje de 
hidrofobicidad superficial según Figura 2.3. 2 Datos extraídos del Capítulo 1. 
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En la tabla se observa que las tres cepas de lactobacilos, tanto hidrofóbicas como 
hidrofílicas, pueden interactuar con las cepas de Salmonella, con porcentajes de co-
agregación variables entre 6 y 90%. Li et al. (2015) encontraron porcentajes de 
coagregación entre 5% y 30% para 13 cepas de lactobacilos y Salmonella spp., 
confirmando que es una característica cepa-específica.  
En nuestro estudio, la mayor co-agregación (90%) se observó para ST 108 con Lb kefiri 
83113 que había resultado hidrofílica, mostrando que en este caso la interacción no se 
relaciona con la hidrofobicidad superficial. 
Para todas las cepas de Salmonella, la mayor capacidad de co-agregación se observó en 
la interacción con Lb kefiri 83113, con valores entre 42% y 90%.  
Beganović et al. (2011) estudiaron la co-agregación de una cepa de Lb helveticus con S. 
Typhimurium y sugirieron que las proteínas de capa S del lactobacilo podrían estar 
implicadas dado que la remoción de estas proteínas con LiCl 5M resultó en una 
disminución de la interacción entre las bacterias. Similares resultados fueron 
encontrados por Golowczyc et al. (2008) en cuyo trabajo la remoción de las proteínas 
de capa S de la superficie de Lb kefiri disminuye la co-agregación con la levadura 
Saccharomyces lipolytica. Sin embargo, la cepa Lb kefiri 83113 no co-agregó con esta 
levadura. Esto indica que la interacción entre los lactobacilos y Salmonella y los 
lactobacilos y la levadura son diferentes y que los mecanismos involucrados durante la 
co-agregación son complejos e intervienen varios factores además de las proteínas de 
superficie.  
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Conclusiones 
 
 Los resultados obtenidos para la capacidad de autoagregación y la 
hidrofobicidad de lactobacilos fue variable y no se encontró relación con la presencia 
ni de capa S ni de EPS. 
 La formación de biofilms de los lactobacilos estudiados fue dependiente de las 
cepas y de las condiciones ambientales. El poliestireno fue la superficie sobre la cual la 
formación de biofilm fue mayor en todos los casos estudiados, excepto la cepa Lb 
delbrueckii sub lactis 133 que demostró mayor formación de biofilm en vidrio. El medio 
de crecimiento afectó en la formación de biofilm ya que fue mayor en MRS asociado a 
una mayor producción de matriz extracelular, mientras que en medio BHI la formación 
de biofilm se relacionó a un aumento en el número de células viables. Esto indicaría 
una mayor cantidad de biofilm a expensas de menor número de microorganismos 
viables quizás por un aumento en la matriz extracelular.    
 La capacidad de co-agregación entre los lactobacilos y Salmonella resultó ser 
dependiente de la cepa y no hubo una relación entre la co-agregación y la 
hidrofobicidad superficial de las bacterias. Las cepas Lb kefiri 83113 y 8321 y Lb 
plantarum 83114, cuyas propiedades superficiales de autoagregación e hidrofobicidad 
habían resultado diferentes y que presentan características distintas en cuanto a la 
producción de EPS y capa S, pudieron interaccionar con las cepas de Salmonella en 
diferente medida. La cepa SE 115 que había mostrado una mayor formación de 
biofilm, co-agregó con las tres cepas de lactobacilos estudiadas. De esta manera, 
resulta de interés el efecto de estas cepas sobre la capacidad inhibitoria de la 
formación de biofilm de Salmonella.  
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CAPÍTULO III 
 
 
   BACTERIAS LÁCTICAS Y SUS METABOLITOS 
 
 SOBRE LA CAPACIDAD FORMADORA 
 
 DE BIOFILM DE SALMONELLA
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CAPÍTULO 3 
 
Bacterias lácticas y sus metabolitos sobre la capacidad 
formadora de biofilm de Salmonella  
 
Dada la capacidad de Salmonella de formar biofilms, lo que le confiere la habilidad de 
persistir durante un tiempo prolongado en el ambiente y que algunos tratamientos 
antimicrobianos no resultan efectivos para su erradicación, es necesario encontrar 
estrategias alternativas de control que sean seguras y efectivas para controlar la 
contaminación en ambientes de procesamiento de alimentos como se indicó en la 
Introducción General.  
Las bacterias ácido lácticas (LAB) ejercen una fuerte actividad antagonista contra 
muchos microorganismos, incluidos los organismos que deterioran los alimentos, y 
pueden utilizarse como una alternativa para controlar la formación de biofilms de 
patógenos en las industrias alimentarias (Wu et al., 2015, Petrova et al., 2016; 
Matsubara et al., 2016). La interacción entre lactobacilos y sus metabolitos y la 
formación de biofilms de microorganismos patógenos está siendo intensamente 
estudiada en los últimos años (Marianelli et al., 2010; Aoudia et al., 2016; Sharma et 
al., 2017; Singh et al., 2018). Trabajos recientes han demostrado que ciertas cepas de 
LAB tales como Lb plantarum, Lb acidophilus, Lb casei, Lb paracasei, Lb rhamnosus son 
capaces de reducir la formación de biopelículas por Salmonella spp. (Das et al., 2013; 
Woo y Ahn, 2013; Chapman et al., 2014; Gómez et al., 2016). 
En este capítulo se estudiará el efecto de cepas de lactobacilos, sus proteínas de 
superficie y sus metabolitos presentes en sobrenadantes, en la interacción de la 
formación de biofilms de la cepa de Salmonella Enteritidis aislada de una granja avícola 
(SE 115) que demostró en el Capítulo 1 ser la cepa con la mayor capacidad de formar 
de biofilm en poliestireno.   
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Objetivos 
 
 Estudiar la formación de biofilm de Salmonella en presencia de lactobacilos 
tanto en ensayos de co-incubación como de pre-incubación  
 Evaluar la capacidad de formación de biofilm de Salmonella mediante la 
incubación con sobrenadantes de lactobacilos 
 Estudiar el efecto de las proteínas de superficie de lactobacilos sobre el 
desarrollo de biofilm de Salmonella 
 Determinar el efecto de Lb kefiri 8321 y sus metabolitos en la producción de los 
componentes de la matriz extracelular  
 Determinar el efecto de la presencia de Lb kefiri 8321 en la expresión de genes 
asociados a la formación de biofilm de Salmonella  
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Resultados y discusión 
 
1. Efecto de lactobacilos sobre biofilm de Salmonella  
Indudablemente el proceso de adhesión bacteriana a una superficie representa una 
etapa crucial en el posterior desarrollo del biofilm sobre la misma como se describió 
anteriormente. Por lo tanto, la prevención de la adhesión puede ser un mecanismo 
efectivo para la inhibición del desarrollo de biofilms. Para evitar la interacción entre 
Salmonella y la superficie pueden pensarse dos estrategias: una basada en la co-
agregación dirigida a interferir sobre sitios de unión de Salmonella y la segunda 
enfocada en impedir el acceso del patógeno a la superficie.  De este modo, como se 
muestra en la Figura 3.1, la prevención de la formación de biofilm puede basarse en la 
interacción de Salmonella con lactobacilos mediante el mecanismo de co-agregación, 
así como también mediante la capacidad de inhibición de los lactobacilos y sus 
metabolitos mediante los mecanismos de competencia y exclusión. En la exclusión, los 
lactobacilos se encuentran adheridos sobre la superficie y de ésta manera impiden que 
los microorganismos patógenos se adhieran a la superficie y formen biofilm. En el 
mecanismo de competencia, las bacterias patógenas y los lactobacilos se encuentran 
en suspensión en el medio de cultivo creciendo juntas en estado planctónico y 
compiten por los sitios de unión. 
 
Figura 3.1. Esquema de estrategias de inhibición de biofilm de Salmonella 
por lactobacilos. Los bastones de color gris más claro representan a los 
lactobacilos y los más oscuros a Salmonella. Los puntos marrones representan 
metabolitos anti-biofilm (adaptado de Pérez-Ibarreche et al., 2016). 
 
Capítulo 3 ______________________________________________________________ 
- 136 - 
 
1.1 Cinética de formación de biofilm 
Para evaluar el tiempo que le lleva a Salmonella adherirse y formar biofilm, se estudió 
la cinética de formación de biofilm de la cepa SE 115. Para ello, se evaluó la formación 
de biofilm en el tiempo mediante microscopía de fluorescencia utilizando SYTO 9 para 
la tinción de las bacterias. Los resultados se muestran en la Figura 3.2. 
 
Como se observa en las microfotografías, a medida que transcurre el tiempo de 
incubación un mayor número de bacterias se adhirieron a la superficie y crecieron. Desde 
la primera hora de incubación se observa que esta cepa es capaz de adherirse al sustrato, 
 1 hora 2 horas 
4 horas 6 horas 
24 horas 
Figura 3.2 Cinética de formación de 
biofilm de SE 115 por microscopía de 
fluorescencia. Las bacterias se 
crecieron sobre discos thermanox® 
en BHI a 28°C a distintos tiempos y se 
tiñeron con SYTO 9. Aumento 63X. 
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aunque lo que se observan son bacterias individuales o pequeños agregados. Al cabo de 
6 horas de incubación, la formación de clústeres de bacterias adheridas a la superficie se 
hace notable y luego de 24 horas de incubación se observó el crecimiento de las 
bacterias en biofilm, exhibiendo un mayor número de agregados adheridos al sustrato, 
evidenciado por la observación de clústers compactos de bacterias de mayor densidad.  
Como se informó anteriormente, la migración bacteriana a lo largo de la superficie puede 
ser el resultado de la motilidad debido a la contracción impulsada por estructuras como 
pili tipo IV (O'Toole y Kolter, 1998). Este movimiento está involucrado en la rápida 
colonización de una superficie dada y permite el desarrollo de colonias con estructuras 
complejas (Prieto et al., 2013). La motilidad superficial, la formación de biofilms y la 
invasión del huésped son algunas de las manifestaciones de las respuestas funcionales a 
la colonización superficial. Las bacterias pueden censar la superficie de crecimiento 
directamente a través del contacto físico o indirectamente a través de la proximidad de 
otras bacterias. Las señales extracelulares que provocan la expresión de nuevos genes 
incluyen autoinductores, aminoácidos, péptidos, proteínas y carbohidratos (Harshey, 
2003). Por lo tanto, resulta muy importante tener en cuenta la rápida adhesión y 
formación del biofilm de Salmonella sobre la superficie para la aplicación de 
tratamientos que prevengan la formación de estas estructuras. 
1.2 Efecto de los lactobacilos en la formación de biofilm de Salmonella  
Se ha publicado que algunas bacterias ácido lácticas (LAB) pueden reducir la adhesión, 
la colonización y la formación de biofilm de patógenos a través de la competición por 
los sitios de unión al sustrato y los nutrientes disponibles, así como también por la 
producción de metabolitos como ácidos orgánicos y biosurfactantes y por mecanismos 
como la co-agregación (Collado et al., 2007; Tahmourespour y Kermanshahi, 2011; 
García-Cayuela et al., 2014). Das et al. (2013) informaron que una cepa de Lb 
plantarum, aislada de un producto alimenticio tradicional de la India, inhibió 
efectivamente la capacidad de crecimiento, invasión y formación de biopelículas de 
Salmonella Enteritidis. Gómez et al. (2016) demostraron que LAB formadores de 
biofilm eran efectivos para el control de biofilms de Listeria monocytogenes, S. 
Typhimurium y E. coli O157:H7 por mecanismos de exclusión. 
Como se determinó en el Capítulo 2, las cepas de Lb kefiri 83113 y 8321 y Lb plantarum 
83114, con diferentes propiedades superficiales, fueron capaces de co-agregar en 
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distinta medida con la cepa SE 115, encontrándose valores de 57%, 21%, 34% 
respectivamente. Debido a los antecedentes mencionados, se seleccionaron estas 
cepas de lactobacilos para evaluar el efecto en la formación de biofilm de SE 115. 
1.2.1 Co-incubación 
Para evaluar si los lactobacilos ejercen un efecto sobre el desarrollo del biofilm, las 
cepas de lactobacilos seleccionadas y SE 115 se crecieron juntas en BHI, un medio de 
cultivo donde ambos microorganismos son capaces de crecer. Luego del ensayo se 
evaluó la formación de biofilm y los resultados se expresaron como log UFC/pocillo.  
 
 
 
Como se observa en la Figura 3.3, la formación de biofilm de SE 115 se redujo 
significativamente cuando esta cepa se co-incubó con Lb kefiri 83113 (p<0,01) y este 
efecto fue mayor cuando SE 115 se co-incubó con Lb kefiri 8321 y Lb plantarum 83114 
(p<0,001) indicando una relación competitiva entre estas bacterias y un efecto 
inhibitorio dependiente de la cepa. La reducción de la formación de biofilm de SE 115 
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fue del 65% para la co-incubación con Lb kefiri 83113, 75% para la co-incubación con Lb 
plantarum 83114 y del 80% con Lb kefiri 8321. 
Dado que las tres cepas de Lactobacillus tienen diferentes porcentajes de co-
agregación con SE 115 y fueron capaces de reducir significativamente la formación de 
biofilm de Salmonella, podemos concluir que no hay una relación directa entre la co-
agregación y la inhibición de la formación de biofilm de SE 115 indicando que otros 
mecanismos estarían implicados. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la 
Figura 2.5, podemos hipotetizar que los lactobacilos podrían competir por los sitios de 
unión a la superficie o estar presentes en el biofilm junto con SE 115 debido a que los 
tres lactobacilos pudieron formar biofilm en BHI sobre poliestireno cuando se 
cuantificó por recuento de viables. Además, las bacterias pueden competir por los 
nutrientes disponibles, limitando el crecimiento de Salmonella. Se ha propuesto que las 
proteínas de capa S podrían tener un rol en la inhibición de la formación de biofilm ya 
que estas proteínas pueden interactuar con la superficie de SE 101 interfiriendo en la 
interacción con la superficie de células intestinales en cultivo (Golowczyc et al., 2007). 
En este trabajo la inhibición del biofilm por parte de los lactobacilos resultó 
significativa tanto para las cepas de Lb kefiri que poseen capa S como para la cepa Lb 
plantarum que no posee estas proteínas. Esto indica que pueden actuar otras 
estructuras o metabolitos de los lactobacilos además de las proteínas de capa S. 
Trabajos previos indican que existen múltiples mecanismos involucrados en la 
inhibición de biofilms de patógenos por lactobacilos. Por ejemplo, Rossoni et al. (2018) 
encontraron que la co-incubación de Lb paracasei, Lb rhamnosus y Lb fermentum 
inhibió la formación de biofilm de Candida albicans por disminución de la expresión de 
genes asociados a la producción de biofilms. También ha sido demostrado que 
bacteriocinas, biosurfactantes, exopolisacáridos, ácidos orgánicos y otros metabolitos 
tienen actividad anti-biofilm (Kim y Kim, 2009; Fracchia et al., 2010; Pérez-Ibarreche et 
al., 2016) lo que sugiere que existen mecanismos diferentes involucrados en la 
inhibición de biofilms por lactobacilos.  
Por otro lado, el efecto inhibitorio de los lactobacilos sobre el biofilm de SE 115 
durante la co-incubación se estudió mediante microscopía láser confocal mediante 
tinción con SYTO 9 (verde) y Ioduro de propidio (rojo), que tiñen células vivas y células 
muertas respectivamente. Esta técnica se ha utilizado ampliamente para estudiar la 
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estructura, la composición y el metabolismo de los biofilms en varios microorganismos 
diferentes (Almeida et al., 2011; Ma et al., 2011; Bodor et al., 2011) ya que permite 
realizar un análisis directo sobre la estructura biológica sin dañarla. 
 
 
 Figura 3.4 Efecto de la co-incubación de lactobacilos sobre el biofilm de Salmonella 
por Microscopía láser confocal Microfotografías de la formación de biofilm de SE 115 
sobre discos thermanox en BHI a 28°C 48 horas teñido con SYTO9 e IP. (A) SE 115 
(control), (B) co-incubación con Lb. kefiri 8321, (C) co-incubación con Lb. kefiri 83113, 
(D) co-incubación con Lb. plantarum 83114. Aumentos 63X. 
 
Como se muestra en la Figura 3.4, el biofilm formado por SE 115 resultó en una película 
homogénea o césped de bacterias mayormente viables con las células distribuidas a lo 
largo de la superficie o formando clusters de bacterias. Sin embargo, en presencia de 
lactobacilos, se observó una inhibición del biofilm y un aumento relativo de bacterias 
no viables (rojo).  
Resultados similares fueron reportados por McMillan et al. (2011) donde el biofim de E 
coli uropatogénica desafiada con cepas de Lb reuteri y Lb rhamnasus causó una 
marcada disminución en la densidad celular y la muerte de células bacterianas en el 
biofilm. Los autores encontraron además que los lactobacilos se introducen dentro del 
biolfilm bacteriano causando muerte celular y proponen que la disrupción del biofilm 
puede deberse a la producción de ácido, biosurfactantes y/o bacteriocinas como se 
observó en otros trabajos (Reid et al., 1999; Cadieux et al., 2009). También encontraron 
que la inclusión de Lb reuteri y Lb rhamnasus en el biofilm es independiente de la 
hidrofobicidad de los lactobacilos y por lo tanto otras fuerzas permiten la interacción. 
Para determinar la presencia de lactobacilos en el biofilm de SE 115 se realizaron 
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recuentos de viables en medio MRS a las 24 horas de incubación, es decir en la mitad 
del tiempo del ensayo, como se muestra en la Figura 3.5. 
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Estos resultados indican que los lactobacilos están formando parte del biofilm a las 24 
horas de co-incubación. Dado que Lb kefiri 8321 había resultado hidrofóbica mientras 
que Lb kefiri 83113 y Lb plantarum 83114 eran hidrofílicas (Figura 2.3), la interacción 
con Salmonella en el biofilm depende de otras características como la co-agregación, 
independientemente de la hidrofobicidad superficial de las bacterias. La disrupción del 
biofilm en presencia de los lactobacilos luego de 48 horas observada por microscopía 
láser confocal en la Figura 3.4 podría indicar que hay una penetración de los 
lactobacilos en el biofilm de SE 115 resultando en la pérdida de su estructura y 
viabilidad.  Esto puede deberse a la producción de compuestos por parte de los 
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lactobacilos que inhiben el desarrollo de SE 115, la competencia por los nutrientes o el 
sitio de adhesión al sustrato o bien a una modificación en la expresión de los genes 
vinculados a la producción de biofilm de Samonella. James et al. (2016) encontraron 
que la incubación de Lb plantarum, Lb helveticus y Streptococcus salivarius y sus 
sobrenadantes libres de células reducen hasta 65% el biofilm de Candida albicans y que 
los sobrenadantes disminuyen la expresión de genes críticos para la transición 
levadura-hifa, la formación de biofilm, la invasión de tejidos y el daño celular. 
1.2.2 Pre-incubación   
Se estudió el efecto de las cepas de lactobacilos Lb kefiri 83113 y 8321 y Lb. plantarum 
83114 pre-incubadas (24 hs a 28°C) y que permanecieron adheridas sobre la superficie 
de poliestireno en medio BHI sobre la capacidad de formación de biofilm de SE 115. El 
objetivo de estos estudios fue evaluar si los lactobacilos podrían ejercer una acción 
preventiva sobre la formación del biofilm adhiriéndose a la superficie bloqueando los 
sitios de adhesión disponibles. Los resultados del recuento de viables de SE 115 en el 
biofilm se muestran en la Figura 3.6.  
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Como se observa en la Figura 3.6, la adhesión de las tres cepas evaluadas sobre la 
superficie de la placa disminuyó significativamente la formación de biofilm de SE 115 
respecto del control sin lactobacilos. Mientras que los recuentos del control de SE 115 
eran 1x108 UFC/pocillo, luego de los tratamientos el recuento fue de 1-4x107 
UFC/pocillo lo que representa una reducción de la formación de biofilm de 90%, 87% y 
69% para la pre-incubación de la superficie con Lb kefiri 83113, Lb plantarum 83114 y 
Lb kefiri 8321 respectivamente. 
Esta inhibición fue mayor que la obtenida en la co-incubación de lactobacilos donde los 
recuentos obtenidos fueron de 5-7x107 UFC/pocillo con porcentajes de inhibición de 
65% (Lb kefiri 83113), 75% (Lb plantarum 83114) y 80% (Lb kefiri 8321). Los resultados 
obtenidos coinciden con el trabajo publicado por Woo y Ahn (2013) que demostraron 
que la pre-incubación durante 24 hs de Lb acidophilus, Lb casei y Lb paracasei es más 
efectiva en la inhibición de biofilms de Salmonella que la co-incubación, alcanzando 
valores de disminución de recuento de células viables en el biofilm de 1 orden de 
logaritmo. En el mismo sentido, Das et al. (2013) demostraron que la co-incubación de 
Lb plantarum y Salmonella Enteritidis no inhibe la formación de biofilm de Salmonella 
mientras que la pre-incubación durante 1 hora la reduce significativamente. Estos 
autores demostraron también que el sobrenadante de Lb plantarum tiene un efecto 
inhibitorio sobre el desarrollo de Salmonella debido a la producción de ácido láctico y 
de otros metabolitos presentes en el cultivo.  La pre-incubación de lactobacilos sobre la 
superficie de poliestireno permite su adhesión antes de la inoculación de Salmonella lo 
que podría impedir que ésta se una a la superficie con la consecuente formación del 
biofilm. Entre los mecanismos propuestos en la inhibición de la formación de biofilm, 
las cepas de lactobacilos pueden producir diversos compuestos antimicrobianos que 
incluyen ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, etanol, diacetilo y bacteriocinas, que 
pueden interferir con el crecimiento del patógeno, prevenir la unión de otras especies 
o incluso provocar el desprendimiento de células de las estructuras del biofilm 
(Westerlund et al., 2006; Rendueles y Ghigo, 2012; Arena et al., 2017; Camargo et al., 
2018). Además, los exopolisacáridos producidos por algunas cepas de lactobacilos 
también pueden inhibir la formación de biopelículas por patógenos (Kim et al., 2009). 
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De esta manera, resulta importante estudiar el efecto de los sobrenadantes de cultivos 
de lactobacilos sobre la capacidad de formación de biofilm. 
  
2. Efecto de los sobrenadantes libres de células de lactobacilos sobre el biofilm de 
Salmonella 
Estudios previos demostraron que el sobrenadante de las cepas de Lb kefiri crecidas en 
medio MRS tienen un efecto bactericida sobre Salmonella Enteritidis, que no se 
observa con medio de cultivo acidificado artificialmente, indicando la presencia de 
otros metabolitos inhibidores presentes en esta fracción del cultivo (Golowczyc et al., 
2007). Sumado a esto, estudios previos realizados por otros autores han demostrado 
un efecto inhibitorio del sobrenadante de Lactobacillus sobre la formación de 
biopelículas por K. pneumonia (Al-Mathkury et al., 2012), del sobrenadante de Lb 
fermentum sobre el crecimiento y la formación de biofims de Klebsiella (Maldonado y 
Silva, 2007) y que el EPS presente en el sobrenadante de lactobacilos tiene actividad 
antibacteriana y anti-biofilm sobre patógenos como S. aureus, E. coli, y S. flexneri (Kim 
et al., 2009; Li y Shah, 2014; Wang et al., 2015). Teniendo en cuenta estos resultados, 
se evaluaron los sobrenadantes libres de células provenientes de cultivos de tres cepas 
de lactobacilos en medio de cultivo BHI o MRS a valores de pH de cosecha y pH 
neutralizado con NaOH según se muestra en Tabla 3.1. 
Por sus diferentes propiedades se seleccionaron las cepas Lb plantarum 83114, que 
produce grandes cantidades de ácidos orgánicos principalmente ácido láctico (63 mM 
en medio MRS) (Golowczyc, 2008), Lb. kefiri 8321, la cual posee proteínas de capa S 
que están presentes en el sobrenadante (Garrote et al., 2000) y Lb. delbreukii subsp. 
lactis 133 que posee actividad proteolítica (Hugo et al., 2014). Ha sido demostrado que 
la actividad proteasa extracelular puede tener actividad anti-biofilm (Marsh, 2010). 
 
Sobrenadante lactobacilos (SN) Medio de cultivo de lactobacilos 
BHI MRS 
Lb plantarum 83114 4,9 ± 0,2 3,8 ± 0,1 
Lb kefiri 8321 6,6 ± 0,3 4,7 ± 0,1 
Lb. delbrueckii subs. lactis 133 5,7 ± 0,2 4,1 ± 0,3 
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Tabla 3.1. Valores de pH alcanzados en el cultivo de lactobacilos. Las bacterias se 
crecieron a 30°C durante 48 horas en medio MRS o BHI. Los resultados muestran el 
promedio y la desviación estándar de tres cultivos de cada cepa. 
 
En las siguientes secciones se presentan los resultados de la formación de biofilm de SE 
115 cuantificado por cristal violeta en presencia de sobrenadantes de los lactobacilos a 
pH de cosecha (ácidos) y neutralizados (pH=7,0). 
2.1 En presencia de sobrenadantes ácidos (SNa) 
Se evaluó la formación de biofilm de SE 115 en presencia de concentraciones 
crecientes de los SNa de lactobacilos crecidos en medio BHI a pH de cosecha sobre la 
formación de biofilm en placa de poliestireno como se muestra en la Figura 3.7. 
 
 
 
El SNa de Lb plantarum 83114 mostró un marcado efecto inhibitorio de la formación 
de biofilm de Salmonella a partir de una concentración de 70% con respecto al control 
de Salmonella en medio BHI, llegando a una inhibición casi total cuando la 
concentración del SNa fue del 90%. Sin embargo, el SNa de Lb. delbrueckii subs. lactis 
133 mostró inhibición a 90% aunque no alcanzó a inhibir completamente la formación 
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de biofilm. El SNa de Lb kefiri 8321 no modificó significativamente la capacidad de 
formación de biofilm de Salmonella en estas condiciones. Estos resultados indican que 
a un pH más ácido la disminución de la formación de biofilm de Salmonella es mayor. 
Esto coincide con los resultados obtenidos por Ćirković et al. (2007) que concluyeron 
que los ácidos orgánicos tienen una mayor capacidad de reducción del biofilm a 
valores de pH decrecientes. 
También se estudió el efecto del sobrenadante de lactobacilos crecidos en MRS donde 
el pH de cosecha alcanzado fue menor para las tres cepas de lactobacilos evaluadas 
(Tabla 3.1). Los resultados los SN sobre el desarrollo de biofilm de SE 115 se muestran 
en la Figura 3.8. 
 
 
 
Se puede observar que a partir de la adición de 10% de SNa se produjo una marcada 
inhibición de la formación de biofilm de SE 115, llegando a disminuir en casi 2 unidades 
de DO595. Se observa además que el control de MRS también tuvo un efecto inhibitorio 
en la formación de biofilm a partir de una concentración del 10%, aunque se llega a un 
máximo de inhibición en 15% a partir del cual no se logra modificar la capacidad de 
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formación de biofilm de Salmonella. Probablemente, la sustitución de medio de cultivo 
de Salmonella por medio MRS que en su composición contiene Tween 80 o algún otro 
componente del medio de cultivo, podría resultar inhibitorio para el crecimiento de 
Salmonella. 
En el caso de los SNa obtenidos a partir de los cultivos de las bacterias lácticas crecidas 
en MRS, donde los valores de pH alcanzados son inferiores a 5, se observó un efecto 
de inhibición de la formación de biofilm a concentraciones de SNa de 15%, mientras 
que el sobrenadante de Lb plantarum 83114 cuyo pH es inferior a 4, mostró inhibición 
del desarrollo de biofilm a partir de concentraciones de 10% SNa. Esto podría indicar 
que el pH es crítico para la formación de biofilm de SE 115 y que otros metabolitos del 
SN también podrían inhibir. Lianou y Koutsoumanis (2012) encontraron que a un valor 
de pH≤4,5, Salmonella de diferentes serovariedades no son capaces de formar 
biofilms. Un estudio sobre el efecto del pH en la formación de biofilm de Salmonella 
indica que el pH óptimo es de 6-6,5 y disminuye la formación de biofilm a medida que 
el pH disminuye, llegando un mínimo a pH≤4 a partir del cual se inhibe el crecimiento 
de la bacteria (Dimakopoulou-Papazoglou et al., 2016). En otro trabajo, un pH=6 
resultó óptimo para la formación de biofilm de una cepa de referencia de Salmonella 
mientras que esta capacidad disminuyó con el aumento de acidez del medio (Speranza 
et al., 2010). Se ha demostrado que la expresión de genes vinculados a la formación de 
biofilm son fuertemente dependientes de las condiciones ambientales (Gerstel y 
Romling, 2001). También los componentes de la superficie celular tal como las fimbrias 
curli y otras proteínas de superficie involucradas en la formación de biofilm de 
Salmonella pueden estar afectados por el pH del medio. 
Estudiando la concentración inhibitoria de los SNa en MRS en tubo se observó una CIM 
de 15% SNa para Lb plantarum 83114, para Lb kefiri 8321 del 40% y para Lb delbrueckii 
sub lactis 133 resultó del 10% SNa según se muestra en el Anexo. Dado que la 
inhibición del biofilm de SE 115 con el SNa Lb kefiri 8321 se observó a concentraciones 
menores que la CIM, podemos decir que la menor formación de biofilm no se debe por 
una inhibición del crecimiento de la bacteria. 
2.2 En presencia de sobrenadantes neutralizados (SNneu) 
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Para determinar si el efecto inhibitorio de los sobrenadantes se debe a la presencia de 
ácidos o de otros metabolitos presentes en el sobrenadante, se neutralizaron llevando 
a pH=7 mediante el agregado de NaOH 5N. 
 
 
Como se observa en la Figura 3.9, el SNneu de Lb plantarum 83114 no redujo la 
formación de biofilm de Salmonella, por lo que el efecto inhibitorio observado con el 
SNa de esta cepa puede deberse a un menor pH. Sin embargo, los SNneu de Lb kefiri 
8321 y Lb delbrueckii sub. lactis 133 lograron inhibir la formación de biofilm de 
Salmonella a partir de una concentración del 30%, alcanzando valores de DO=0,5. Estas 
observaciones indicarían que otros metabolitos presentes en el medio, 
independientemente del valor de pH, son responsables de dichos efectos. Otros 
estudios realizados también en nuestro laboratorio demostraron que las proteínas de 
capa S de los lactobacilos pertenecientes a la especie Lb kefiri se encuentran en el 
sobrenadante de cultivo en cantidades significativas (Mobili, 2008), y que estas 
proteínas pueden interactuar con la superficie de Salmonella cuando se co-incuban 
durante 1 hora a 37°C (Golowczyc, 2008). Si bien la presencia de proteínas de capa S 
de Lb kefiri 8321 podrían estar implicada en la inhibición de la formación de biofilm de 
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C       Control SE 115                     SE 115 + SNneu 8321         SE 115 + SNa 8321 
Figura 3.10 Biofilm de SE 115 en BHI en presencia de 50% v/v de SNa y SNneu de 
Lb kefiri 8321 . Los lactobacilos sse crecieron en MRS para obtener los 
sobrenadantes. El biofilm de Salmonella se tiñó con SYTO 9 (verde) para marcar las 
bacterias. Aumento 63X. 
Salmonella, la ausencia de estas estructuras en Lb. delbrueckii sub. lactis 133 cuyo 
efecto inhibitorio es similar, indica que otros metabolitos pueden intervenir.  En otro 
estudio, los sobrenadantes de Lb plantarum y Lb pentosus en concentraciones 
inferiores a las inhibitorias fueron capaces de disminuir la formación de biofilm de P. 
aeruginosa  y B. cereus (Khiralla et al., 2015). Los autores proponen que pueden estar 
presentes sustancias inhibitorias del quorum sensing tal como ha sido descripto por 
Goldstone et al. (2012). 
El efecto del SN sobre la formación de biofilm de SE 115 fue estudiado también por 
microscopía confocal. La Figura 3.10 muestra el biofilm de SE 115 desarrollado en 
medio BHI cuando se reemplazó el 50% del medio de cultivo por igual volumen de SNa 
y SNneu de Lb kefiri 8321 crecida en MRS o por medio MRS (control).   
 
 
Como se observa en las microfotografías, tanto el SNa como el SNneu tuvieron un 
efecto inhibitorio sobre el biofilm de SE 115 ya que resultó en una disminución de la 
cantidad bacterias viables (verdes) respecto del control. Este efecto fue mayor para el 
SNa que el SNneu.  
Maldonado et al. (2007) encontraron que una cepa de Lb fermentum crecida en MRS 
así como sobrenadantes ácidos y neutralizados con NaOH inhibieron el crecimiento de 
Klebsiella pneumoniae formadora de biofilm y que el sobrenadante ácido inhibe en 
mayor grado el biofilm de Klebsiella. Los autores proponen que los ácidos orgánicos 
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pueden inhibir el desarrollo del patógeno y que otros metabolitos, como 
biosurfactantes presentes en el sobrenadante neutro, pueden inhibir en menor 
medida la formación de biofilm. La importancia de otros metabolitos además de los 
ácidos para la inhibición del biofilm de otras especies bacterianas fue demostrada 
(Söderling et al., 2010; Matsubara et al., 2016; Ceresa et al., 2015) quienes 
propusieron que la presencia de exometabolitos de lactobacilos en el sobrenadante 
podrían modificar la superficie de la bacteria impidiendo agruparse y formar una 
estructura organizada.  
 
3.  Efecto de las proteínas de superficie de lactobacilos 
3.1 Obtención de las proteínas de superficie de lactobacilos  
Los sobrenadantes de cultivos de Lb. kefiri en MRS contienen proteínas de capa S en 
una concentración de aproximadamente 0.1 mg/ml (Mobili, 2008) y que esta tiene un 
efecto inhibitorio sobre SE 101 (Golowczyc et al., 2007). En este trabajo, se aislaron las 
proteínas de superficie de lactobacilos con y sin capa S por la técnica de extracción con 
LiCl 5M y posterior diálisis descripta por Golowczyc et al. (2007). La presencia de las 
mismas se determinó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, como se 
muestra en la Figura 3.11.  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
66 KDa 
 
                    83113    83114    8321    8344    5818    8327 
Figura 3.11 Electroforesis en gel de poliacrilamida de las 
proteínas de superficie de lactobacilos Las bandas gruesas 
indicadas en el rectángulo rojo corresponden a las proteínas 
de capa S extraídas. 
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Para las cepas Lb kefiri se observa una banda gruesa que corresponde a las proteínas 
de capa S con un tamaño entre 66 y 70 KDa. La cepa Lb kefiri 83113 presentó un perfil 
de proteínas similar a Lb kefiri 5818 mientras que la extracción de proteínas de 
superficie de la cepa Lb kefiri 8321 fue similar a la cepa 8344.  Las cepas Lb plantarum 
83114 y 8327 no poseen estas estructuras, aunque se pueden observar numerosas 
bandas en el gel que corresponden a proteínas de superficie de diversos tamaños.  
Se evaluó el efecto sobre la cepa de SE 115 de las suspensiones de proteínas de 
superficie de los lactobacilos. Para los ensayos se utilizaron las cepas Lb kefiri 83113 y 
8321 cuyas proteínas de superficie que se encuentran en mayor cantidad 
corresponden a la capa S como se observa en la Figura 3.11 y la cepa Lb plantarum 
83114 que no posee estas proteínas. Como control del experimento se utilizó albúmina 
sérica, una proteína globular de 66 KDa aproximadamente utilizada habitualmente en 
numerosas aplicaciones bioquímicas debido a su estabilidad y a que no interfiere en las 
reacciones biológicas. 
3.2 Pre-incubación de las proteínas superficiales de lactobacilos 
Las proteínas de superficie de lactobacilos están en contacto directo con el 
medioambiente y han sido consideradas cruciales en la interacción con superficies 
(Kotiranta et al., 1998; Schneitz et al., 1993; Sakakibara et al., 2007). Las subunidades 
de proteínas de capa S son típicamente ricas en aminoácidos ácidos e hidrófobos 
(Malamud et al., 2016) y se han descripto como responsables de la hidrofobicidad 
superficial de lactobacilos y del aumento de la adhesión a hexadecano mediante 
interacciones hidrofóbicas (van der Mei et al., 2003). Sin embargo, no son las únicas 
proteínas de superficie que se extraen, aunque están en proporción mayoritaria en las 
cepas de Lb kefiri. 
Para determinar el efecto de las proteínas de superficie sobre la inhibición de la 
formación de biofilm de Salmonella, se pre-incubaron durante 2 horas en la placa de 
poliestireno, antes de la inoculación de SE 115 y la formación de biofilm se evaluó 
mediante recuento de viables. Además, se realizó un control pre-incubando la 
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superficie con la proteína albúmina. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 
3.12.  
 
 
Todas las proteínas extraídas de la superficie de lactobacilos disminuyeron la 
formación de biofilm de SE 115 mostrando diferencias significativas respecto del 
control de Salmonella (p<0,0001). También se observó inhibición en la pre-incubación 
con proteína albúmina. Si bien los recuentos de Salmonella fueron similares a los 
obtenidos en la pre-incubación con proteínas de superficie de lactobacilos (0,15 
mg/ml), la concentración de proteína albúmina fue dos veces mayor (0,3 mg/ml). 
Como se observa en la Figura 3.12, tanto las proteínas de la capa S de Lb kefiri 8321 
como las proteínas de superficie de Lb plantarum 83114 que no posee capa S 
inhibieron la formación de biofilm y no se observaron diferencias significativas entre 
ellas.  
Mediante análisis visual se observó que las proteínas de superficie estaban pegadas al 
fondo de la placa, bloqueando los sitios de unión de Salmonella y, reduciendo más de 
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una unidad logarítmica los recuentos de Salmonella en el biofilm. Esto indica que las 
proteínas de superficie podrían ser una buena estrategia para modificar la superficie 
impedir la adhesión y posterior formación de biofilms de microorganismos patógenos. 
Algunas proteínas pueden disminuir la formación de biofilms bacterianos en el 
material abiótico, lo que hace que su superficie sea menos hidrófoba; en particular, el 
efecto anti-adhesivo de la albúmina sérica humana parece estar relacionado con la 
unión competitiva de esta proteína a una superficie de adhesión (Brokke et al., 1991; 
Donlan y Costerton, 2002; Kinnari et al., 2005). Sin embargo, para reducir al 90% la 
formación de biofilm de E. coli mediante la pre-incubación de la superficie de 
poliestireno, la concentración de albúmina necesaria fue de 32 mg/ml según los 
resultados obtenidos por Naves et al. (2010).  
3.3 Co-incubación de las proteínas superficiales de lactobacilos con Salmonella 
Si bien se conoce que las proteínas de capa S pueden autoensamblarse y unirse a 
Salmonella, no se conoce el efecto inhibitorio sobre la formación de biofilm que 
pueden tener estas y otras proteínas de superficie de los lactobacilos.  Para comprobar 
que la interacción de Salmonella con la capa S y otras proteínas de superficie de 
lactobacilos pueden afectar la producción de biofilm, se co-incubó SE 115 en presencia 
de estas proteínas. Como control se utilizó una suspensión de albúmina en igual 
concentración que en el ensayo anterior, de modo de determinar la especificidad de la 
interacción entre las proteínas de superficie de lactobacilos y Salmonella. 
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En todos los casos, la co-incubación con proteínas de superficie de lactobacilos inhibió 
la formación de biofilm de Salmonella reduciendo significativamente los recuentos 
respecto del control, siendo el tratamiento con las proteínas de superficie de 
lactobacilos las que tuvieron un mayor efecto inhibitorio, reduciendo hasta 2 
logaritmos los recuentos de Salmonella, en comparación con la proteína albúmina.  
En este caso, la inhibición fue mayor que en la pre-incubación de la superficie con las 
proteínas. Esto puede deberse a que las proteínas podrían interactuar tanto con la 
superficie del sustrato como con la superficie de las bacterias, impidiendo la adhesión 
a través de estas dos vías. Otros autores han publicado resultados similares con 
proteínas de superficie de otros lactobacilos. Petrova et al. (2016) informaron que las 
moléculas aisladas tipo lectina de la cepa probiótica Lactobacillus rhamnosus GG 
poseen una actividad inhibitoria pronunciada contra la formación de biofilm por varios 
patógenos, incluidas las especies clínicas de Salmonella. 
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control SE 115       SE 115 + capa S Lb 8321 
 
Figura 3.15 Efecto de las proteínas de superficie de Lb kefiri 8321 en el 
biofilm de SE 115 por microscopía láser confocal. Las microfotografías 
corresponden al biofilm teñido con SYTO 9 (verde) y calcoflúor (azul) para 
teñir las bacterias vivas y la matriz respectivamente. Aumento 20X. 
El efecto de las proteínas de superficie de lactobacilos en el biofilm de SE 115 se 
determinó también mediante microscopía láser confocal. Para ello se incubó 
Salmonella con 0,1 mg/ml de proteínas de superficie de Lb kefiri 8321 durante 48 hs a 
28°C. Como se observó en el gel de la Figura 3.11, las proteínas mayoritarias 
corresponden a la capa S. Las bacterias se tiñeron con SYTO 9 como se observa en la 
figura 3.15. 
 
 
En las microfotografías se observa que la presencia de capa S disminuye el tamaño de 
clusters de bacterias, en un biofilm más disperso. La incubación con estas proteínas 
disminuye el tamaño de los culsters de bacterias y afecta el espesor del biofilm. 
Mientras que el control de SE 115 resultó de 26 µm de espesor, el tratamiento con 
capa S disminuyó la altura máxima del biofilm a 20 µm indicando que las proteínas de 
superficie de lactobacilos pueden intervenir en la formación de la estructura del 
biofilm de Salmonella. 
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4. Fenotipo de SE 115 en presencia de Lb kefiri 8321 
4.1 Formación de película en la interfaz aire-líquido de SE 115 en presencia de Lb 
kefiri 8321 
Se determinó el efecto sobre la formación de la película entre las fases del cultivo 
cuando SE 115 se incuba en medio LB sin adición de NaCl en presencia de la cepa Lb 
kefiri 8321. Para ello, en un tubo de vidrio se resuspendió el pellet de un cultivo del 
lactobacilo y se inoculó SE 115. Luego de la incubación a 28°C se observó la formación 
de la película. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el Capítulo 1 se había encontrado que SE 115 forma una película en la interfaz luego 
de 24 horas de incubación. La co-incubación con Lb kefiri 8321 retrasó la aparición de 
la película a 96 horas de incubación en las mismas condiciones de cultivo.  
Este mismo ensayo se estudió en un tubo falcon conteniendo un portaobjetos de 
vidrio para poder observar la película mediante microscopio óptico. Las fotografías se 
muestran en la Figura 3.17.  
 
 
Figura 3.16 Película en la interfaz aire-líquido de SE 
115 en presencia de Lb kefiri 8321 a las 24, 48 y 96 
horas. Las fotografías corresponden a Salmonella 
incubada en medio LB sin NaCl a 28°C en presencia 
de lactobacilo 
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Como se observa en las microfotografías, la cepa SE 115 puede formar una película de 
bacterias y matriz crecidas sobre el vidrio en la interfaz aire-líquido sobre la superficie 
del portaobjetos. Cuando se co-incubó con Lb kefiri 8321, la cepa SE 115 no formó 
película en la interfaz, indicando que la presencia del lactobacilo inhibe la formación de 
biofilm de Salmonella.   El mismo resultado se obtuvo cuando se incubó con el SNa del 
lactobacilo. Sin embargo, se observó una densa película en la interfaz en presencia de 
SNneu similar a SE 115. El lactobacilo podría producir una sustancia activa presente en 
el sobrenadante capaz de inhibir la formación de biofilm de Salmonella y dicha 
sustancia depende del pH. 
4.2 Estudio de la presencia de Lb kefiri 8321 en la expresión de curli y celulosa 
4.2.1 Incubación con Lb. kefiri 8321 viable 
Se evaluó el efecto de Lb kefiri 8321 y sus sobrenadantes de cultivo (SNa y SNneu) en la 
producción de curli y celulosa de SE 115 mediante el método de morfotipo en rojo 
congo y calcoflúor. De esta manera, la producción de los componentes de la matriz en 
presencia del lactobacilo o sus metabolitos se registró fotográficamente cuando el 
 
 
 
Figura 3.17 Película en la interfaz aire-liquido de SE 115 en la co-incubación 
con Lb kefiri 8321. Los lactobacilos se crecieron en MRS. Las fotografías 
corresponden a la incubación en LB sin NaCl a 28°C. 1) SE 115 2) SE 115 + Lb 
8321 3) SE 115+ 50% v/v SNa 8321 4) SE 115+ 50% v/v SNneu 8321. Las 
bacterias en la interfaz se tiñeron con CV y se observaron en microscopio 
óptico. Las fotografías corresponden a aumentos de 100X. 
 
Capítulo 3 ______________________________________________________________ 
- 158 - 
 
SE 115 + Lb 8321
SE 115+ SNa SE 115 + SNneu
SE 115
 
 
Figura 3.18 Morfotipo en rojo congo de SE 115 en la co-incubación con Lb 
kefiri 8321, el SNa y SNneu Se observan por triplicado las colonias obtenidas 
en la incubación a 28°C 48 hs en LB sin NaCl con colorante rojo congo.  
crecimiento de la macrocolonia se realizó en medio LB sin NaCl con dichos colorantes. 
En la Figura 3.18 se muestran los resultados obtenidos en rojo congo. Como se vio en 
el Capítulo 1, la producción de los componentes de la matriz curli y celulosa de 
Salmonella puede observarse mediante el fenotipo de la colonia en rojo congo 
encontrándose colonias con fenotipo RDAR (produce curli y celulosa), PDAR (produce 
celulosa pero no curli), BDAR (produce curli pero no celulosa) y SAW (no produce ni 
curli ni celulosa).  
 
 
La incubación con SNa da un morfotipo SAW en rojo congo indicando que puede 
afectar negativamente la producción de curli y celulosa. Esto coincide con los 
resultados observados para la película en la interfaz aire-líquido en medio LB, donde la 
presencia de Lb kefiri inhibe la formación de biofilm. El lactobacilo y el SNneu influyen 
negativamente en la producción de curli pero no la producción de celulosa ya que en 
estos tratamientos se observa un fenotipo PDAR. Debido a estos resultados, la 
formación de la película podría ser un proceso dependiente de la producción de curli 
pero no de celulosa. 
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En la Figura 3.19 el morfotipo en calcoflúor indica que la presencia del lactobacilo 
puede aumentar la producción de celulosa de SE 115 observándose mayor 
fluorescencia que el control de SE 115. Por otro lado, el sobrenadante no tuvo efecto 
sobre la producción de celulosa cuando se estudió por calcoflúor. 
El papel de la producción de celulosa en las biopelículas de Salmonella es controversial. 
Es ampliamente aceptado que la celulosa es uno de los principales componentes de la 
matriz extracelular (Zogaj et al., 2001; Solano et al., 2002; Jain y Chen, 2007). Sin 
embargo, se ha demostrado que cepas de S. Agona y S. Typhimurium desarrollan 
biopelículas en la interfaz aire-líquido, incluso cuando se produce poca cantidad de 
celulosa (Vestby et al., 2009). Además, se ha descrito una estrategia alternativa de 
formación de biopelículas dependiente de una sobreproducción de polisacárido 
capsular que es independiente de la producción de fimbrias curli y celulosa (Malcova et 
al., 2008). Nuestros resultados muestran que la formación de biopelícula de SE 115 se 
ve afectada en presencia de lactobacilo, independientemente de la cantidad de 
celulosa producida, pero no de curli. Otra explicación puede ser que la presencia de Lb 
kefiri 8321 disminuya el pH cambiando la capacidad de curli de unirse a rojo congo, 
con lo cual se observaría un fenotipo PDAR. 
Dado que la incubación con 8321 aumenta la producción de celulosa e inhibe la 
producción de culi (fenotipo PDAR) y que no hay formación de biopelicula en la 
interfaz aire liquido pordiamos pensar que el lactobacilo podría influir en la producción 
de curli.  
 
 
 
SE 115 + SNneu 
SE 115 
SE 115 + SNa 
SE 115 + Lb 8321  
 
 
Figura 3.19 Morfotipo de colonia en LB con calcofluor en la co-incubación 
con Lb kefiri 8321, el SNA y SNneu Se observan por triplicado las colonias 
obtenidas en la incubación a 28°C 48 hs en LB sin NaCl con calcoflúor. 
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4.2.2 Incubación con Lb. kefiri 8321 no viable 
Para determinar si el efecto sobre el morfotipo de SE 115 es debido a la capacidad del 
lactobacilo de crecer y producir sustancias activamente, la evaluación de la producción 
de curli y celulosa en rojo congo y calcoflúor se estudió mediante la co-incubación de 
SE 115 en presencia de Lb. kefiri 8321 inactivada por calor y por UV y se visualizaron las 
colonias obtenidas como se muestra en la Figura 3.20. 
  
Como se observa en las fotografías, la presencia del lactobacilo inactivado por calor o 
por UV no produce cambios en el morfotipo de la colonia, ya que la producción de curli 
y celulosa resultaron similares al control de SE 115 sin lactobacilos. Estos resultados 
indican que el efecto de Lb. kefiri 8321 sobre la producción de los componentes de la 
matriz del biofilm requiere la viabilidad del lactobacilo para la secreción activa de 
sustancias presentes en el sobrenadante como se observó en el punto anterior. 
Estudios previos demostraron que exopolisacáridos así como moléculas tipo lectinas 
producidas por Lactobacillus inhiben la formación de biofilms de patógenos (Kim et al., 
2009; Wang et al., 2015; Malik et al., 2016; Petrova et al., 2016 a, b).  
 
 
A   B   C 
 
 
Figura 3.20 Morfotipo de colonia en medio LB sin NaCl con rojo congo 
(arriba) y calcofluor (abajo) de SE 115 A) control B) con Lb kefiri 8321 
(calor) y C) con Lb. kefiri 8321 (UV). Salmonella se co-incubó durante 5 hs 
con el lactobacilo inactivado y luego se sembró en las placas.      
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5. Efecto de Lb. kefiri 8321 sobre la expresión de genes asociados a la formación 
de biofilm de SE 115 mediante qPCR 
Como se describió en la introducción, la formación de biofilm está regulada por una 
compleja de red de genes que se expresan durante su formación. Se conoce que en 
Salmonella está estrictamente regulada por una red que involucra múltiples 
reguladores transcripcionales siendo csgD el principal regulador transcripcional 
(Steenackers et al., 2012).  Como se dijo anteriormente, se han demostrado varios 
mecanismos por los cuales las bacterias lácticas pueden inhibir el desarrollo de biofilm 
de Salmonella tales como la producción de bacteriocinas, ácidos orgánicos, moléculas 
tipo lectinas, biosurfactantes y EPS (Petrova et al., 2016; Shokri et al., 2017; Wasfi et 
al., 2018). Sin embargo, la revisión de la bibliografía demuestra que aún no han sido 
estudiados los efectos de la co-incubación de lactobacilos con Salmonella sobre la 
expresión de genes asociados a biofilm. Wu et al. (2014) estudiaron el efecto de la co-
incubación de Lb salivarus y Lb rhamnosus GG sobre la formación de biofilm de St 
mutans y sobre la expresión de genes responsables de la producción de EPS soluble 
(gtfD) e insoluble (gtfB y gtfC) ambos componentes de la matriz extracelular del 
biofilm. Estos investigadores encontraron que los dos lactobacilos inhiben la formación 
de biofilm de S mutans, pero el efecto en los niveles de mRNA fueron diferentes. 
Mientras que Lb salivarus disminuyó la expresión de estos tres genes, Lb rhamnosus 
GG aumentó la expresión de gtfB y gtfC y no modificó los niveles de expresión de gtfD. 
Además, la incubación de St mutans con Lb rhamnosus GG tratada con calor (80°C 20 
minutos) logró inhibir la formación del biofilm por unión a la superficie de contacto, 
pero no causó efecto en la expresión de estos genes. Los autores no proponen una 
explicación para estos resultados. Sin embargo, es posible que en un biofilm 
multiespecie, las bacterias influyan en los perfiles de expresión génica mutuos a través 
de mecanismos complicados, como las respuestas de tolerancia ácida, de producción 
de polisacáridos y el quorum sensing (Kuramitsu et al., 2007; Redanz et al., 2011 Wasfi 
et al., 2018). 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, se estudió la expresión de tres genes 
relevantes asociados a la formación de biofilm en Salmonella en presencia de la cepa 
Lb. kefiri 8321 cuantificado mediante transcripción reversa y qPCR (qRT-PCR). El 
principal regulador en la formación de biofilms, el gen de la subunidad D de curli 
Capítulo 3 ______________________________________________________________ 
- 162 - 
 
(csgD), funciona activando la biosíntesis de la matriz polimérica extracelular 
compuesta de exopolisacárido celulosa, curli y proteínas asociadas a la biopelícula 
(Baps), que asisten a las bacterias en la transición de la etapa planctónica al estado 
multicelular (Liu et al., 2014). El gen csgA, que participa en la síntesis de la subunidad A 
de las fimbrias tipo curli y el gen bcsA, síntesis de la enzima celulosa sintetasa (Aya-
Castañeda et al., 2015). Se estudió la expresión de estos genes por qRT-PCR y las 
cantidades de mRNA obtenidas se normalizaron con el gen de expresión constitutiva 
(housekeeping) gyrB, gen que codifica para la subunidad B de la ADN girasa. Para ver 
que la expresión de genes es exclusiva de la formación de biofilm, como control de 
expresión se utilizó la SE 115 en estado planctónico. 
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Como se observa en la Figura 3.21, en las células de Salmonella en el biofilm (SE 115 B) 
los genes asociados a la producción de los componentes de la matriz del biofilm se 
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encuentran aumentados dos (csgA) y casi cinco (bcsA) veces respecto del estado 
planctónico (SE 115 P) indicando que estos componentes se están expresando 
activamente tal como se había observado previamente con calcoflúor (Figura 3.19). Sin 
embargo, csgD presenta los mismos niveles de expresión que el control en estado 
planctónico. Esto puede indicar que a las 48 hs de incubación se obtiene un biofilm de 
Salmonella maduro con el gen csgD “apagado”. Grantcharova et al. (2010) demostró 
que esto puede corresponder a una expresión de csgD biestable. La formación de 
biofilm se considera un proceso energéticamente costoso para las células, por 
ejemplo, por la producción de los componentes de la matriz y la expresión de csgD 
está dada sólo por una subpoblación de bacterias que luego es compartida con el 
resto, minimizando el costo y maximizando los beneficios de toda la población en el 
biofilm, lo que se considera una expresión biestable (Branda et al., 2006). Se pueden 
distinguir así dos subpoblaciones de células en función de su contenido de CsgD: una 
población de alta expresión (CsgD-ON) y una de baja expresión (CsgD-OFF). En 
consecuencia, la expresión bimodal de csgD conduce al establecimiento de la 
diversidad fenotípica durante el desarrollo del biofilm. En Salmonella la inactivación de 
la expresión de csgD (como se observa en el gráfico 3.20) no disminuye la cantidad de 
mARN del operon csgDEFG (Römling et al., 2000). Esta expresión biestable de CsgD 
permite a Salmonella adaptarse fácilmente a las condiciones ambientales cambiantes, 
como una situación de estrés o en un entorno hostil. 
Estudios realizados en otras especies bacterianas han proporcionado información 
sobre varios mecanismos que conducen a la inhibición competitiva de la maduración 
de biofilms a nivel transcripcional. Por ejemplo, la arginina deseminasa de superficie 
de Streptococcus crispatus disminuye la expresión de fimA, que codifica la subunidad 
principal de las fimbrias de Porphyromonas gingivalis que es necesaria para la unión 
irreversible y el desarrollo de biofilms (Xie et al., 2000, 2007). Otro estudio informó 
que un homólogo ArcA de St intermedius también inhibió la formación de biofilms 
regulando negativamente la expresión de fimbrias cortas (mfa1) y largas (fimA) 
(Christopher et al., 2010).  
Recientemente se informó que los EPS de matriz, además de ser componentes 
esenciales de la mayoría de los biofilms, protegen a las bacterias de la desecación y 
actúan como moléculas de señalización que inducen cambios en la expresión génica de 
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las bacterias circundantes. La formación de biofilms de E. coli enterohemorrágica 
(EHEC), por ejemplo, disminuyen en presencia de EPS aislados de Lb acidophilus. Si 
bien el crecimiento de EHEC y quorum sensing no se vieron afectados, la transcripción 
de genes para curli (crl, csgA y csgB) y de quimiotaxis (cheY) se redujo 
significativamente (Kim et al., 2009). También se reportado la capacidad de EPS de Lb 
acidophilus para inhibir el biofilm S enteritidis, S Typhimurium, Y enterocolitica, P 
aeruginosa y L monocytogenes (Kim et al., 2009). 
Nuestros resultados demuestran que la expresión de genes en el biofilm de Salmonella 
se ve claramente afectada en presencia del lactobacilo, siendo csgD dos veces mayor 
cuando SE 115 se incuba con Lb kefiri 8321 tanto en planctónico como en biofilm, lo 
que podría indicar un entorno menos favorable por la presencia del lactobacilo. 
Además, las células de SE 115 del biofilm aumentan tres veces la expresión relativa de 
los genes asociados a la producción de curli (csgA) y casi seis veces los genes asociados 
a la producción de celulosa (bscA) respecto al estado basal, y esto puede deberse a que 
la presencia del lactobacilo resulta en una situación de estrés para Salmonella. Estos 
resultados indicarían que el lactobacilo podría retrasar la formación de biofilm de 
Salmonella. La variación fenotípica se encuentra con frecuencia en los sistemas 
naturales de bacterias y abarca desde la utilización de nutrientes a través de la 
competencia hasta la expresión de genes de virulencia (Simm et al., 2009). Estos 
resultados indicarían que en presencia del lactobacilo hay mayor producción de 
componentes de la matriz a expensas de un número menor de bacterias de SE 115 
como se observó en los ensayos previos de recuentos de viables (Figura 3.3). 
Nuestra revisión bibliográfica indica que, si bien se ha estudiado la influencia de 
sobrenadantes de bacterias lácticas o metabolitos aislados de ellas en la capacidad de 
formación de biofilm de Salmonella, existen pocos trabajos publicados que estudien o 
encuentren una interferencia de los lactobacilos en la expresión de genes de 
Salmonella vinculados a la formación de biofilm. Por esta razón, los resultados 
obtenidos pueden ser importantes para entender los mecanismos de inhibición de 
biofilm por lactobacilos.  
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Conclusiones 
 
 Tres lactobacilos Lb kefiri 83113 y 8321 y Lb plantarum 83114 inhibieron 
significativamente la formación de biofilm de Salmonella tanto en ensayos de co-
incubación como de pre-incubación. 
 Los sobrenadantes de lactobacilos presentan una sustancia bioactiva a pH ácido 
capaces de inhibir la formación de biofilm de Salmonella en mayor medida que a pH 
neutralizado. 
 Las proteínas de superficie extraídas de los lactobacilos estudiados lograron 
disminuir significativamente la producción de biofilm de SE 115 a una concentración de 
0,1 mg/ml de proteína. Este efecto se observó tanto en la pre-incubación como en la 
co-incubación. La co-incubación con las proteínas de superficie de la cepa Lb kefiri 
8321 fue la que presentó mayor inhibición del biofilm.  
 EL desarrollo en conjunto de Lb kefiri 8321 inhibió la formación de biopelícula 
de SE 115 en la interfaz aire-líquido a las 48 horas, la cual apareció a las 96 horas de 
incubación. Esto indica un retraso en la formación de biofilm de Salmonella por acción 
del lactobacilo.  
 La incubación con Lb kefiri 8321 viable y del sobrenadante del lactobacilo 
cambió el morfotipo de la colonia de RDAR a PDAR o SAW. Dicho cambio se encuentra 
asociado a una menor formación de curli.  
 La expresión de genes csgD, csgA y bscA en Salmonella indican que a las 48 
horas de incubación se tiene una expresión aumentada de los genes relacionados a la 
producción de curli y celulosa pero no afectó la expresión del gen csgD. La incubación 
con Lb kefiri 8321 luego de 48 horas aumentó dos veces la expresión de csgD, tres 
veces la expresión de csgA y casi seis veces la expresión de bscA  
 
Capítulo 3 ______________________________________________________________ 
- 166 - 
 
CAPÍTULO IV 
 
 
LACTOBACILOS Y SUS METABOLITOS 
SOBRA LA CAPACIDAD FORMADORA 
DE BIOFILM DE SALMONELLA 
EN CÁSCARA DE HUEVO 
CAPÍTULO 4 
 
Lactobacilos y sus metabolitos sobre la capacidad 
formadora de biofilm de Salmonella en cáscara de huevo 
 
La infección por Salmonella en humanos constituye una de las principales causas de 
morbilidad en el país, siendo uno de los patógenos más frecuentemente aislados en 
infecciones de transmisión alimentaria (Caffer y Pichel, 2006; agencia Gubernamental 
de Control, 2011). Se transmite a humanos en gran medida por el consumo de huevos 
cuya superficie externa se encuentra contaminada principalmente por excrementos de 
las aves y otros residuos provenientes de la industria (Mead et al., 1999). En este 
sentido, la Salmonella adherida a la cáscara puede ingresar al huevo contaminando el 
interior del mismo. Es una preocupación importante de salud pública en todo el 
mundo, que representa 93.8 millones en enfermedades transmitidas por alimentos y 
155,000 muertes por año (Eng et al., 2015). Durante la última década, el número de 
casos de salmonelosis transmitidos por alimentos relacionados con el huevo o sus 
productos ha aumentado sustancialmente (OzFoodNet Working Group, 2012). Por lo 
tanto, la desinfección efectiva de la superficie es crítica para reducir estos patógenos 
en los huevos y controlar brotes de enfermedades relacionados a estos alimentos. 
Aunque los antimicrobianos se utilizan con frecuencia para prevenir o tratar las 
infecciones por Salmonella, la eficacia y certeza para su utilización todavía se 
encuentra en debate (Gast, 2013). La aplicación de desinfectantes disminuye el riesgo 
a la exposición a diferentes patógenos, aunque su uso masivo ha sido relacionado con 
el desarrollo de resistencia a antimicrobianos, particularmente co-resistencia o 
resistencia cruzada a antibióticos de importancia clínica (Chapman, 2003; Russel, 2004; 
Long et al., 2016). Se ha demostrado que el uso de glutaraldehído, formaldehído y 
peróxido de hidrógeno son inadecuados para la eliminación de 
Salmonella independientemente del serotipo y del tiempo de contacto con el 
desinfectante (Marín et al., 2009).  
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Como se ha visto en los capítulos previos, Salmonella puede formar biofilms sobre 
distintas superficies que suelen encontrarse normalmente en la industria alimentaria. 
Esto le permite permanecer viable en el ambiente, lo que puede resultar en la 
contaminación cruzada de una variedad de productos alimenticios. El impacto 
asociado con la formación de biopelículas patógenas y su transmisión a los alimentos 
enfatizan la importancia de comprender la formación de biofilms de Salmonella en 
cáscara de huevo. En este capítulo se determinó la capacidad de Salmonella de formar 
biofilm sobre la superficie de la cáscara de huevo y se evaluó el efecto de los 
lactobacilos y sus metabolitos sobre dicha formación. 
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Objetivos 
 
 Estudiar la formación de biofilm de Salmonella sobre la superficie de la cáscara 
de huevo. 
 Determinar el efecto de la incubación de lactobacilos con Salmonella en el 
desarrollo del biofilm. 
 Evaluar el impacto de proteínas de superficie y de los metabolitos presentes en 
el sobrenadante de cultivos de lactobacilos en la capacidad de formación de 
biofilm de Salmonella sobre la cáscara de huevo. 
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Resultados y discusión  
 
1. Formación de biofilm de Salmonella sobre la superficie de la cáscara de huevo 
El huevo posee una protección natural contra la penetración bacteriana ya que las 
proteínas tales como albúmina y lecitina poseen propiedades antibacterianas 
(Mahmood, 2015; Baron et al., 2016). Sin embargo, después de la oviposición, el huevo 
está expuesto a una variedad de áreas contaminadas dependiendo de la presencia de 
materia orgánica húmeda, incluyendo las excretas, que actúan como una barrera de 
protección y aporte de nutrientes para la sobrevivencia y desarrollo de Salmonella sobre 
la cáscara. Además, el huevo queda expuesto a una temperatura corporal menor que la 
del ave, creando de ese modo una presión negativa, lo que permitiría a las bacterias 
penetrar más fácilmente tanto la cáscara como las membranas, primero a través de los 
poros que carecen de la protección de la cutícula. A medida que la cutícula se seca y se 
contrae, los poros quedan más expuestos al pasaje de las bacterias (Howard et al., 
2012). 
Aunque existen varias investigaciones sobre la formación de biofilms en Salmonella 
(Solano et al., 2002; Vestby et al., 2009), se han realizado pocos estudios sobre el 
comportamiento de este patógeno en contextos de producción avícola y, 
particularmente, hay pocos estudios sobre la incidencia de cepas de Salmonella 
formadoras de biopelículas aisladas de estos ambientes (Schonewille et al., 2012; Wang 
et al., 2013, Pande et al., 2016). Ha sido determinado previamente que Salmonella es 
capaz de formar biofilm sobre distintas superficies abióticas (Steenackers et al., 2012) y 
sobre la superficie de huevo de codorniz (Pande et al., 2016). Sin embargo, existe poca 
información sobre esta situación que puede ocurrir en establecimientos de producción 
de alimentos donde constituye una fuente de contaminación cruzada y, por otro lado, es 
necesario estudiar el impacto de las cepas de Salmonella aisladas en granjas avícolas de 
nuestra región. 
1.1 Por recuento en placa 
En este trabajo, se determinó la capacidad de la cepa SE 115 aislada de guano de una 
granja avícola de Entre Ríos, de formar biofilm sobre la superficie de huevos de gallina. 
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Para ello se desinfectó la superficie de la cáscara como se detalló en materiales y métodos 
y luego se inoculó con el cultivo de Salmonella. Luego de 48 horas de incubación a 28°C y 
posterior lavado con PBS, las bacterias en biofilm fueron desprendidas mecánicamente y 
enumeradas por recuento en placa. Los resultados obtenidos indicaron que la cepa de 
Salmonella estudiada presenta capacidad de formación de biofilm sobre cáscara de huevo, 
obteniéndose un recuento de 7,8 ± 4,5 x 106 UFC/cm2. Tal como se determinó 
previamente, los recuentos obtenidos para esta cepa en poliestireno en las mismas 
condiciones de cultivo habían sido de 1 x 108 UFC/cm2. Dado que la cepa SE 115 había 
resultado hidrofóbica, esta diferencia puede deberse a una mayor afinidad de la superficie 
bacteriana al material de poliestireno. 
La cáscara de huevo está compuesta principalmente por carbonato de calcio. Durante la 
mineralización del huevo, los componentes orgánicos del líquido uterino promueven la 
formación de calcita, (Hernandez-Hernandez et al., 2008) y cuando se completa una fina 
capa de cutícula no calcificada recubre la cáscara (Chien et al., 2009). Los poros que 
atraviesan la cáscara del huevo permiten la difusión de gases y vapor de agua (Hincke et 
al., 2012). El material cuticular que se extiende por la abertura de los poros se compone 
principalmente de proteínas (glucoproteínas) (90%) y, en menor proporción, polisacáridos 
y lípidos (Hasiak et al., 1970; Wedral et al., 1974; Rose-Martel et al., 2012; Rodriguez-
Navarro et al., 2013). Algunas de las proteínas de la cutícula (lisozima C, ovotransferrina, 
ovocalyxina y ovocleidina) y los componentes lipídicos han demostrado tener actividad 
antimicrobiana y podría contribuir significativamente a la seguridad del huevo, 
especialmente teniendo en cuenta que es la primera barrera que encuentran los 
microorganismos (Wellman-Labadie et al., 2008, 2010; Jonchere et al., 2010; Rose-Martel 
et al., 2012). Sin embargo, Muñoz et al. (2015) han observado que Salmonella puede 
penetrar y sobrevivir en el huevo y que la capacidad de limitar el crecimiento bacteriano 
disminuye con la edad del animal. 
En un estudio realizado por Pande et al. (2016) encontraron que diferentes 
serovariedades de Salmonella entérica aisladas de granjas avícolas pudieron formar 
biofilm sobre cáscara de huevo de codorniz en medio LB a 22°C donde obtuvieron 
recuentos similares, resultando en promedio 1,0 x 106 UFC/cm2 dependiendo de la 
serovariedad estudiada. 
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En el estudio de biofilms, los enfoques biológicos incluyen tinción semi-cuantitativa, 
mediciones de biomasa seca, cuantificación de proteínas o ADN, o evaluaciones de 
organismos viables residuales a través de técnicas estándar de cultivo microbiano (Hadi et 
al., 2010; Park et al., 2013). Cada método tiene ventajas y deficiencias, pero todos 
proporcionan solo valores indirectos y son propensos a la variabilidad inducida por el 
operador (Vyas et al., 2016). En contraste, la imagen directa del biofilm proporciona 
información sobre sus características estructurales, su interacción con la superficie, así 
como información espacial sobre la homogeneidad de los biofilms. Por este motivo, 
resulta interesante estudiar la formación de biofilm por microscopía. 
1.2 Por microscopía electrónica de barrido  
En este ensayo, la técnica de SEM (scanning electronic microscopy, por sus siglas en inglés) 
se utilizó para la evaluación de la formación de biofilm de SE 115 sobre la superficie de la 
cáscara de huevo después de la incubación durante 48 hs a 28°C. Estas imágenes 
revelaron que la cepa SE 115 se adhiere firmemente a la superficie formando biofilms en 
densas capas superpuestas, como se muestra en la Figura 4.1.  
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Figura 4.1 Microscopía electrónica de barrido del biofilm formado por SE 
115 sobre cáscara de huevo. A) cáscara de huevo 200X, la flecha roja señala 
el poro en la cáscara. B)-F) SE 115 a diferentes aumentos. Se observan las 
bacterias adheridas a la superficie de la cáscara embebidas en la matriz 
polimérica extracelular. La flecha naranja señala la matriz extracelular. 
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Este estudio reveló que las bacterias estaban presentes en la superficie de la cáscara del 
huevo formando densos clusters de células embebidas en una matriz extracelular 
después de la incubación durante 48 horas. La producción de esta matriz extracelular 
característica indica que en 48 hs de incubación se había formado un biofilm maduro. La 
matriz extracelular observada en la Figura 4.1, fue similar a la reportada anteriormente 
por Crawford et al. (2008). En dicho trabajo estudiaron la formación de biofilm de 
Salmonella sobre cálculos biliares por microscopía electrónica y la estructura de la matriz 
extracelular se observa como un material floculante y fibroso que se pega a las bacterias.  
Se ha informado que Salmonella spp. puede sobrevivir en la superficie de la cáscara de 
huevo hasta 3 a 4 semanas luego de su establecimiento (Gole et al., 2014a; Gole et al., 
2014b; Lublin et al., 2015).  
Las heces de aves de corral pueden servir como fuente de nutrientes, contribuyendo así a 
la multiplicación Salmonella sobre cáscara de huevo (Messens et al., 2007). Por otro lado,  
algunas serovariedades de Salmonella como Typhimurium, Agona e Infantis pueden 
formar biofilms en esta superficie. En el estudio realizado por Pande et al. (2016) en el 
desarrollo de biofilms de diferentes serovariedades de Salmonella mediante SEM se 
observaron estructuras similares a las de la Figura 4.1. Las imágenes mostraron una capa 
densa de células estrechamente unidas y encapsuladas dentro de la matriz extracelular. 
Dado que las bacterias mostraron un morfotipo RDAR en placas de agar rojo Congo a 
28°C, los investigadores proponen la presencia de curli y celulosa en dicha matriz.  
Las cáscaras de huevo presentan numerosos poros que son lo suficientemente grandes 
como para actuar como puertas de entrada para microorganismos (Cardoso et al., 2001; 
Silva, 2005). Los poros de la cáscara tienen un tamaño aproximado de 4 µm y permiten la 
entrada de Salmonella al huevo alcanzando tanto la albúmina como la yema (Fonseca et 
al., 2019). La formación de biofilm de Salmonella sobre la cáscara presenta así una posible 
fuente de contaminación de huevos. 
 
2. Estudio de los lactobacilos y sus metabolitos sobre el biofilm de SE 115 en 
cáscara de huevo 
En este trabajo se estudió el uso de Lb kefiri 8321 y Lb kefiri 83113 y Lb plantarum 83114 
como estrategia para el control de la formación de biofilm de S.  Enteritidis 115 sobre la 
superficie de la cáscara de huevo. 
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2.1 Efecto de lactobacilos 
Se estudió el efecto de la incubación de tres lactobacilos, Lb kefiri 8321 y Lb kefiri 83113 y 
Lb plantarum 83114, sobre el desarrollo en biofilm de SE 115. Las cepas de lactobacilos 
fueron seleccionadas por su capacidad co-agregante y de inhibir la formación de biofilm 
de Salmonella SE 115, según se mostró en el capítulo 3. Sobre esta base se decidió evaluar 
dicha interacción sobre la superficie de cáscara de huevo.  Para ello, se realizaron 
recuentos de Salmonella en el biofilm resultante de la co-incubación con los tres 
lactobacilos seleccionados y de la pre-incubación de estos sobre una superficie de 1 cm2 
de cáscara de huevo que había sido previamente esterilizada. En la Figura 4.2 se muestran 
los recuentos de Salmonella luego de estos tratamientos.  
 
*
*
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La co-incubación de SE 115 con las tres cepas de lactobacilos redujo la formación de 
biofilm de Salmonella ya que los recuentos resultaron significativamente menores que 
control (p<0.05). Similares resultados se obtuvieron cuando Lb kefiri 83113 (p<0.01) y 
8321 (p<0.05) fueron pre-incubados sobre la cascara previo a la inoculación con SE 115. 
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Sin embargo, la pre-incubación con Lb plantarum 83114 no modificó la formación de 
biofilm de Salmonella sobre la cáscara de huevo evaluada por recuento de células viables.  
También se determinó la formación de biofilm de SE 115 co-incubada con las tres cepas 
de lactobacilos seleccionados y se visualizó el biofilm mediante SEM (Figura 4.3).      
                              2400 -3000 X      5000-6000X 
 
 
Figura 4.3 Microscopía electrónica de barrido del biofilm formado por SE 115 
sobre cáscara de huevo en presencia de los lactobacilos. Los lactobacilos se co-
incubaron en caldo BHI con SE 115 durante 48 hs a 28°C. Las microfotografías 
corresponden a distintos aumentos. La flecha roja indica la presencia de matriz y la 
flecha verde señala los lactobacilos adheridos a la superficie. Los cuadros amarillos 
indican cúmulos de bacterias. 
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En los tres casos, la co-incubación con los lactobacilos resultó en la disrupción de la 
estructura del biofilm desarrollado por SE 115. Se puede observar una menor cantidad 
de bacterias y cúmulos más chicos distribuidos en forma dispersa sobre la superficie. 
Este resultado está en concordancia con la disminución de los recuentos de viables de 
SE 115 como se había observado en la Figura 4.2. 
El tratamiento con las distintas cepas de lactobacilos tuvo efectos diferentes sobre el 
biofilm de Salmonella. En el biofilm desarrollado luego de la co-incubación con Lb kefiri 
83113 se pudieron observar microcolonias embebidas en matriz extracelular, pero en 
algunas zonas se observaron lactobacilos adheridos a la superficie de la cáscara, 
alrededor de los cuales no se observó desarrollo de biofilm. Cuando SE 115 se co-incubó 
con Lb kefiri 8321, también están presentes cúmulos de bacterias más grandes cubiertas 
por una matriz extracelular.  
Sin embargo, en la co-incubación con Lb plantarum 83114 provoca la dispersión de 
bacterias cubirendo casi la totalidad de la superficie. En este caso, las bacterias se 
distribuyen a lo largo de la superficie a diferencia de las cepas Lb kefiri donde se forman 
grandes agregados de bacterias dejando expuesta la superficie de la cáscara.  
Por otro lado, se determinó mediante recuentos en MRS los lactobacilos presentes en el 
biofilm, como se muestra en la Figura 4.4.  
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La Figura 4.4 muestra que los lactobacilos fueron capaces de quedar adheridos sobre la 
superficie de la cáscara tanto durante la incubación 24 horas a 30°C en MRS (pre-
incubación) así como durante 48 hs a 28°C en presencia de SE 115 (co-incubación). Los 
lactobacilos observados por microscopía se cuantificaron también por recuentos. Estos 
resultados están en concordancia con los obtenidos en el Capítulo 3 en superficie de 
poliestireno donde la incubación con lactobacilos disminuye los recuentos de 
Salmonella. Anteriormente, se demostró que los lactobacilos co-agregan con SE 115. Sin 
embargo, este comportamiento no se evidencia por microscopía. Thein et al. (2006) 
estudiaron el efecto de la incubación de Lb acidophillus sobre la formación de biofilm de 
Candida albicans encontrando una reducción significativa de los recuentos del 
patógeno. Los investigadores proponen que la inhibición del biofilm de Candida puede 
estar dada por una interacción física con el lactobacilo y por el crecimiento de estas 
bacterias o la producción de sus metabolitos además de la competencia por los 
nutrientes. 
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2.2 Efecto de sobrenadantes de lactobacilos en el biofilm de SE 115  
Como se demostró anteriormente en el Capítulo 3, los sobrenadantes de lactobacilos 
tienen un efecto inhibitorio en la formación de biofilm de SE 115 sobre poliestireno.  Por 
lo tanto, en esta parte del trabajo, se estudió el efecto de los SN de lactobacilos a una 
concentración de 50% v/v crecidos en MRS a pH de cosecha (SNa) y neutralizado 
(SNneu) de las cepas Lb kefiri 83113 y 8321 y Lb plantarum 83114 en la capacidad de SE 
115 de formar biofilm sobre la cáscara de huevo mediante recuento de viables y SEM. 
 
 
 
La incubación de Salmonella en BHI con sobrenadantes de lactobacilos resultó en una 
disminución significativa en el número de bacterias cercano a dos órdenes logarítmicos 
respecto del control de SE 115 con igual volumen de MRS. Tal como se había 
determinado anteriormente en el Capítulo 3, el tratamiento con el SNa de Lb plantarum 
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83114 inhibió el crecimiento de Salmonella debido al bajo pH alcanzado por este 
lactobacilo cuando se incuba en MRS (pH=3,8). Los SNa de las cepas Lb kefiri mostraron 
mayor capacidad de inhibición del biofilm de SE 115 en comparación con los SNneu, 
aunque no se encontraron diferencias significativas. Tampoco se observaron diferencias 
entre los SNneu de las distintas cepas de lactobacilos estudiadas. Estos resultados 
indican que por encima de pH=4,7, el tratamiento con sobrenadantes de lactobacilos 
crecidos en MRS inhibe el desarrollo de biofilm de Salmonella independientemente del 
pH.  
En la Figura 4.6 se muestran las microfotografías obtenidas por SEM de la incubación de 
SE 115 en medio BHI con los sobrenadantes de lactobacilos. 
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SE 115+ SNneu Lb 83113 SE 115+ SNa Lb  8321 SE 115+ SNneu Lb 83114 
 
Figura 4.6 Microscopía electrónica de barrido del biofilm formado por SE 115 
sobre cáscara de huevo en presencia de los SN de  lactobacilos. Los resultados 
son en medio en BHI en presencia de 50% SNa y SNneu luego de 48 hs a 28°C. 
Las microfotografías corresponden a aumentos de 2400X (arriba) y 10000X 
(abajo). La flecha blanca señala células anómalas, la flecha naranja las fimbrias y 
la fecha azul la matriz extracelular.  
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La presencia de 50% de los SN de cultivos de lactobacilos resultó en la pérdida de la 
estructura del biofilm maduro de SE 115 que se había observado en la Figura 4.1. En la 
incubación con SNa de Lb kefiri 83113 las bacterias se encuentran más dispersas a lo 
largo de la superficie y no se observa la formación de densos acúmulos de bacterias 
superpuestas. También hay una marcada reducción de matriz extracelular. La 
incubación con SNneu de esta cepa produjo una reducción mayor de la cantidad de 
bacterias adheridas a la superficie y no se observó producción de los componentes de la 
matriz extracelular. 
En presencia de SNa de Lb kefiri 8321 las células de Salmonella se observan anómalas, 
con el centro colapsado caracterizada por una mella en el centro (flecha blanca en la 
Figura 4.6) y una menor densidad de bacterias adheridas. En estas condiciones también 
se obtuvo una disminución del número de bacterias sobre la superficie de la cáscara 
respecto del SN de las otras cepas de lactobacilos como se estableció mediante 
recuentos. Con el SNneu de Lb kefiri 8321 se observan cúmulos de bacterias con 
producción de matriz extracelular, aunque de mucha menos densidad que el control de 
SE 115. 
El SNa de Lb plantarum 83114 inhibió extensivamente el desarrollo de Salmonella sobre 
la superficie. La fotografía mostrada representa el único sector donde se encontró una 
estructura adherida a la cáscara, y se pueden ver algunas células libres y un cúmulo 
recubierto de matriz.  Sin embargo, la incubación de SE 115 con el SNneu de esta cepa 
resultó en una alta densidad de bacterias adheridas y en la producción de componentes 
de la matriz extracelular (flecha azul en la Figura 4.6), aunque en menor cantidad que el 
control de SE 115. 
Los SNneu de Lb kefiri mostraron un efecto inhibitorio en la capacidad de formación de 
biofilm de SE 115. En la incubación con el sobrenadante de Lb kefiri 83113 se observan 
bacterias dispersas adheridas a la superficie mientras que en presencia de SNneu de Lb 
kefiri 8321 se observan algunas bacterias agrupadas con producción de matriz. Zogaj et 
al. (2003) indicó que estas estructuras corresponden a fimbrias curli de Salmonella. 
En un estudio reciente, se demostró mediante SEM que el sobrenadante ácido de 
Streptococcus salivarus y de Lb rhamnosus inhiben la formación de biofilm de 
Staphylococcus epidermis y de Staphylococcus aureus cuando se co-incuban durante 48 
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hs en BHI, obteniéndose un biofilm más débil con una densidad celular más baja 
(Frickmann et al., 2018).  
2.3 Efecto de las proteínas de superficie de Lb kefiri 8321 
Como ya demostramos en el capítulo 3, las proteínas extraídas de la superficie de 
lactobacilos inhiben la formación de biofilm de Salmonella. En esta parte del trabajo, se 
estudió el efecto sobre la capacidad de formación de biofilm de SE 115 en cáscara de 
huevo de las proteínas de superficie de Lb kefiri 8321 extraídas con LiCl 5M, mediante 
recuento de viables y SEM.  Los resultados de la incubación de SE 115 con 0.05 mg/ml 
de proteínas de superficie se muestran en las Figuras 4.6 y 4.7 
 
 
 
El recuento de bacterias viables en el biofilm diminuyó un orden de magnitud respecto 
del control de SE 115 sin proteínas. Esto podría deberse a la inhibición de la adhesión de 
Salmonella a la superficie o bien a un efecto antibacteriano de estas proteínas. La 
estructura del biofilm formado observado mediante SEM se muestra en la Figura 4.7.  
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En las microfotografías se observa que la adición de las proteínas de superficie 
disminuye la cantidad de bacterias en el biofilm, con una superficie de la cáscara más 
expuesta.  
Dado la escasa bibliografía publicada sobre este tema, resulta difícil la comparación con 
resultados en otros trabajos. Sin embargo, en un trabajo reciente de Fonseca et al. 
(2019) estudiaron la inhibición de la formación de biofilm de Salmonella sobre la cáscara 
de huevo y su internalización mediante la cobertura con nanopartículas. En dicho 
trabajo encontraron que cuando la superficie es pre-tratada con las nanopartículas se 
inhibe significativamente el biofilm de Salmonella sobre la cáscara y disminuye la 
entrada de la bacteria al huevo, pero no elimina el biofilm de Salmonella si este estaba 
previamente formado. 
Trabajos previos en otras superficies han demostrado que la bacteria Gram-negativa 
Actinobacillus actinomycetemcomitans secreta dispersina B, una proteína que puede 
dispersar los biofilms producidos por otras bacterias. Kaplan et al. (2004) encontraron 
que la dispersina B podría alterar la matriz extracelular del biofilm de S. epidermidis y 
dispersar la biopelícula. Por otro lado, la presencia de proteínas de capa S se ha 
correlacionado negativamente con la formación de biofilm en B. cereus (Auger et al., 
2009). 
  
 
Figura 4.7 Microscopía electrónica del biofilm de SE 115 en BHI en 
presencia de proteínas de superficie de Lb kefiri 8321 A) control SE 115 B) 
SE 115 + PS Lb kefiri 8321. Aumento 6000X. 
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Tannerella forsythia es una bacteria que forma biopelículas orales y que posee una capa 
S compuesta de dos glicoproteínas, TfsA y TfsB (Lee et al., 2006). En estas bacterias, la 
expresión de capa S en células que crecen en biofilm es significativamente mayor que en 
células planctónicas, mientras que el gen wecC, involucrado en la glicosilación de varias 
proteínas de superficie, es regulado negativamente en células del biofilm (Pham et al., 
2010). Una mutante carente de un gen funcional wecC mostró una mayor superficie 
hidrofóbica y un aumento de la formación de biopelículas en comparación con la cepa 
parental (Honma et al., 2007). Estas mutantes carecían de una capa S normal y 
contenían proteínas TfsA y TfsB con una masa molecular más baja, debido a un menor 
grado de glicosilación (Posch et al., 2011). Estos resultados sugieren que las proteínas de 
capa S o su grado de glicosilación pueden impedir la formación de biofilm. 
Anteriormente, se había observado una disminución de la cantidad de bacterias y un 
aumento de la producción de celulosa en el biofilm de SE 115 sobre poliestireno 
determinado mediante microscopía láser confocal (Figura 3.15).  Dado que en estas 
condiciones se había observado una disminución del espesor del biofilm, y que las 
proteínas de capa S son el componente mayoritario de las proteínas de superficie de 
estos lactobacilos, podrían ser responsables de interferir con la maduración del biofilm.  
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Conclusiones 
 
 La cepa SE 115 tiene capacidad de formar un biofilm maduro sobre cáscara de 
huevo a las 48 hs de incubación en medio BHI produciendo una matriz polimérica 
extracelular abundante, donde se pueden observar clústeres de bacterias adheridas 
entre sí a través de fimbrias. 
 El tratamiento con lactobacilos, sus metabolitos presentes en el sobrenadante, 
así como las proteínas de superficie de Lb kefiri inhibieron la formación de biofilm de 
Salmonella sobre cáscara de huevo. Estos resultados se corresponden con el efecto del 
sobrenadante observado anteriormente en el Capítulo 3. Los sobrenadantes ácidos y 
neutralizados de los lactobacilos redujeron hasta dos unidades logarítmicas los 
recuentos de SE 115 en el biofilm, mientras que el SNa de Lb plantarum inhibió el 
crecimiento de Salmonella a niveles no detectables por la técnica de recuento de viable. 
El SNa de Lb kefiri 8321 resultó en el tratamiento que afectó en mayor medida la 
capacidad de formación de biofilm de SE 115, posiblemente debido a la presencia de 
ácidos orgánicos, proteínas de capa S y otros metabolitos que pueden inhibir el 
desarrollo de estas estructuras.  
 Tanto la pre-incubación como la co-incubación con cepas de Lb kefiri 83113 y 
8321 y Lb plantarum 83114 resultaron en la disrupción de la estructura del biofilm de 
Salmonella. La mayor inhibición se observó durante la incubación de SE 115 y Lb kefiri 
donde lo recuentos resultaron en más de un orden de magnitud menor en presencia de 
lactobacilos. También se observó menor densidad de bacterias y de matriz extracelular 
mediante SEM.  
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ANEXO
ANEXO 
 
1. Determinación de la sensibilidad a gentamicina 
La gentamicina es un antibiótico activo frente a bacterias Gram negativas, como 
Escherichia coli y Salmonella, y tiene una limitada capacidad para penetrar las células 
eucarióticas. En este trabajo, se determinó la sensibilidad de las cepas de Salmonella 
Enteritidis (SE) 101, 105 y 115, Salmonella Typhimurium (ST) 102 y Salmonella 
Gallinarum (SG) 109 frente al tratamiento durante una hora con distintas 
concentraciones de gentamicina, como se muestra en el siguiente esquema a modo de 
ejemplo para la cepa ST 102 y ST 109: 
De esta manera, las cepas sensibles al tratamiento con la concentración del antibiótico 
no desarrollarán crecimiento en placa luego de la incubación (signo -), mientras que las 
cepas resistentes a la concentración de gentamicina, son capaces de desarrollar 
formando colonias en la placa de agar LB (signo +). Los resultados del ensayo de 
sensibilidad a gentamicina para las cepas estudiadas se muestran en la Tabla. 
 
 
Como se observa en la Tabla A1, todas las cepas evaluadas son sensibles al tratamiento 
con antibiótico a una concentración de 0,2 mg/ml. Para las cepas Salmonella SE 101 y 
SE 115, concentraciones de gentamicina de 0,1 mg/ml y 0,15 mg/ml respectivamente, 
resultaron inhibitorias. En trabajos previos en nuestro laboratorio con la cepa SE 101 
0,01 0,05 0,1 0,15 0,2
SE CIDCA 101 + + - - -
SE CIDCA 105 + + + + -
SE CIDCA 115 + + + - -
ST CIDCA 102 + + + + -
SG CIDCA 109 + + + + -
Concentración gentamicina (mg/ml)
Cepa Salmonella
 
Tabla A1. Sensibilidad de Salmonella a distintas concentraciones de 
gentamicina El signo (+) indica desarrollo de colonias de crecimiento en la placa, 
luego del tratamiento con gentamicina (resistente), mientras que el signo (-) 
indica ausencia del desarrollo de crecimiento en la placa (la bacteria es sensible).  
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se encontraron resultados similares para la sensibilidad a gentamicina (Golowczyc, 
2008), encontrándose una concentración bactericida de gentamicina de 0,1 mg/ml. 
 
2. Adhesión sobre células Caco-2 TC7 
Los cultivos de células in vitro han sido un modelo ampliamente utilizados para 
estudiar la interacción entre Salmonella y otros microorganismos y células eucarióticas 
(Ochoa y Rodriguez, 2005). Utilizando el modelo de células de epitelio intestinal Caco-
2/TC7 se analizó la capacidad de asociación e invasión de Salmonella entérica 
serovariedades Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum. 
La línea celular Caco-2/TC-7 es un clon de la línea celular intestinal Caco-2, cuya 
ventaja es que las células se diferencian más rápido que las Caco-2 llegando a 
confluencia a los 7 días y forman una monocapa más homogénea (Servin et al., 2004). 
La adhesión depende de las propiedades superficiales de las bacterias. Las  bacterias 
con alta hidrofobicidad suelen presentar fuertes interacciones con las células de la 
mucosa. La interacción inicial puede ser débil, a menudo reversible y precede a los 
procesos de adhesión posteriores mediados por mecanismos más específicos que 
involucran proteínas de la superficie celular y ácidos lipoteicoicos (Botes et al., 2008; 
Xu et al., 2009). 
Raghunathan et al. (2011) han encontrado que la expresión de la adhesina SadA en 
Salmonella enterica serovar Typhimurium está implicada en la agregación celular, en la 
formación de biopelículas y una mayor adhesión a las células epiteliales Caco-2 
intestinales humanas. De esta manera, la capacidad de Salmonella de adherirse a 
células en cultivo y la adhesión a superficies abióticas podrían estar vinculadas. Se han 
encontrado además que proteínas autotransportadoras pueden contribuir a la 
adhesión, colonización y formación de biofilm de varios patógenos tales como 
Escherichia coli shigatoxigénica, Yersinia pestis y Actinobacillus pleuropneumoniae 
(Wells et al., 2008; Felek et al., 2008; Dos Santos et al., 2017; Wang et al., 2018). 
Se estudió la asociación en células Caco-2/TC-7 de cinco cepas de Salmonella de 
distinto origen que mostraron diferente porcentaje de autoagregación e 
hidrofobicidad, Salmonella Enteritidis (SE) 101, 105 y 115, Salmonella Typhimurium 
(ST) y Salmonella Gallinarum (SG) 109. Para ello, se evaluó el número de bacterias 
adheridas sobre la monocapa de células en función de la concentración inicial de 
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bacterias agregadas en la suspensión. Los resultados se expresaron como UFC/ fosa, es 
decir la cantidad de bacterias adheridas a las células crecidas en el pocillo de la placa 
de cultivo y corresponden al promedio de dos ensayos independientes con triplicado.  
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Figura A1. Asociación de Salmonella enteritidis sobre
células Caco-2/TC-7 por recuento de viables. Letras
diferentes representan diferencias significativas con
p<0,05
 
 
Los estudios de asociación a células Caco-2 mostraron que la cepa SE 115 se asocia en 
el orden de 9 x 107 UFC/fosa. Teniendo en cuenta que inicialmente el cultivo de 
Salmonella tenía una concentración de 1 x 108 UFC/fosa, esto representa un 
porcentaje de asociación de 90%. Por otro lado, el recuento de SE 101 y 105 y ST 102 
adheridas a las células del cultivo fueron del orden de 2-6 x 106 UFC/fosa, es decir 6% 
de asociación. La cepa que menor asociación a células presentó fue SG 109 alcanzando 
valores de 3 x 105 UFC/fosa, lo que representa un porcentaje de asociación de 0,3%. 
Estudios previos del grupo de trabajo con Salmonella enterica serovar Enteritidis 101 
sobre células Caco-2/TC-7 mostraron que un cultivo inicial de 1 x 108 UFC/fosa, se 
asocia en el orden de 6-7x106 UFC/fosa, esto es 6,5% de las bacterias iniciales se 
asociaron a las células en cultivo (Golowczyc, 2008).  
Otros autores han encontrado que cepas de Salmonella tiene capacidad de asociarse 
células Caco-2 en 2,5% y que estructuras como los flagelos son importantes en estas 
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interacciones (Salei et al., 2016), aunque otros factores pueden estar involucrados (van 
Asten et al., 2004). Según el serotipo de S. enterica, se identificaron agrupaciones de 
genes para más de 10 adhesinas fimbriales diferentes (Wagner y Hensen, 2011), con 
fimbrias de tipo I (Korhonen et al.,1980), pili tipo IVB en S. enterica serovar Typhi (Tam 
et al., 2006), fimbrias polares largas (Lpf) (Bäumler y Heffron, 1995) y fimbrias 
agregativas delgadas (Tafi) (Sukupolvi et al., 1997). Además, se han identificado 
adhesinas autotransportadoras como ShdA, MisL y SadA (Kingsley et al., 2002) y las 
adhesinas repetitivas grandes de tipo I, SiiE y BapA la cual está implicada además en la 
formación de biofilm de Salmonella (Latasa et al., 2005; Gerlach et al., 2008). 
Se ha demostrado que la expresión del gen csgD que regula la formación de biofilm de 
Salmonella a través de la expresión de curli y celulosa, es biestable. Es decir que se 
puede tener al mismo tiempo células expresando el gen formando biofilm y otras en 
estado planctónico que no lo expresan (“gen apagado”) (Grantcharova et al., 2010). Es 
decir que la regulación del fenotipo no es poblacional, sino que es un fenómeno 
regulatorio mediado a nivel de una sola célula. Este cambio de fenotipo en el ciclo de 
vida de Salmonella permite que los genotipos se mantengan en medioambientes 
fluctuantes, mejorando las chances de la transmisión de la bacteria (Ackermann et al., 
2015). Cuando Salmonella se encuentra inmediatamente con su huésped, las células 
planctónicas serían capaces de producir una infección. Por el contrario, si la bacteria 
no está frente a una célula huésped, las células formarán biofilm para sobrevivir 
durante mucho tiempo hasta que surge la oportunidad de infección. Este paso 
impredecible en el ciclo de vida de Salmonella pone igual presión de selección en 
fenotipos de virulencia y de persistencia (MacKanzie et al., 2017). 
En este marco, las cinco cepas de Salmonella evaluadas SE 101, 105 y 115, ST 102 y SG 
109 fueron capaces de asociarse en distinto grado a células de epitelio intestinal Caco-
2, con un porcentaje de asociación variable entre 0,3% y 90%.  Además de ser una 
fuerte formadora biofilm en superficies abióticas, SE 115 presentó una alta capacidad 
de asociación sobre células Caco-2, mostrando que esta cepa ha logrado adquirir las 
ventajas para sobrevivir en los distintos estadía del ciclo de vida de Salmonella dentro 
y fuera de su hospedador. En este sentido, resulta interesante el estudio de la cepa SE 
115 y su interacción con lactobacilos y sus metabolitos, como alternativa de biocontrol 
de este patógeno. 
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3. Concentración inhibitoria mínima de los sobrenadantes de lactobacilos 
El estudio de la incubación de los SN de lactobacilos con SE 115 en medio BHI mostró 
que a pH de cosecha, los SN de lactobacilos que se habían crecido en MRS, inhiben la 
formación de biofilm de Salmonella a partir de una concentración del 30%. En este 
estudio, se determinó la concentración inhibitoria mínima de los SNa. Para ello se 
prepararon tubos con medio BHI el cual se reemplazó en parte por concentraciones 
crecientes de SNa de lactobacilos crecidos en MRS y se incularon con SE 115. Los tubos 
se incubaron 24 hs a 37°C y aquellos que no presentaron crecimiento se consideraron 
inhibitorios. Los resultados se muestran en la Tabla A1. 
 
Sobrenadante lactobacilos  
a pH de cosecha (SNa) CIM (%SNa) 
Lb plantarum 83114 15 
Lb kefiri 8321 40 
Lb. delbrueckii subs. lactis 133 20 
Tabla A2. Concentración inhibitoria de SNa de lactobacilos crecidos en MRS sobre SE 
115. Salmonella se creció en BHI en presencia de SN de lactobacilos. El pH de los SNa 
corresponden a SN83114=3,8; SN8321=4,7; SN133=4,1. 
 
Como se muestra en la tabla, a partir de una concentración de 15% de SN83114 se inhibe 
el crecimiento de SE 115 mientras que la concentración fue de 20% para SN133 y de 
40% de SN8321. A medida que disminuye el pH, la cantidad de SNa requerida para 
inhibir el crecimiento de Salmonella es menor.  
 
4. Formación de biofilm de Salmonella co-incubada con Lb kefiri 8321 liofilizada 
La liofilización es una técnica utilizada para conservar alimentos pero que puede 
emplearse para la preservación de la viabilidad de las bacterias. En este estudio una 
suspensión de Lb kefiri 8321 en D (+)-sacarosa 250 nM se sometió a liofilización. La 
viabilidad luego del tratamiento se determinó por recuento obteniéndose valores de 1 
x 108 UFC/ml. Para determinar la capacidad inhibitoria del lactobacilo sometido a 
liofilización, se co-incubó cepas de Salmonella formadoras de biofilm en presencia de 
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Lb kefiri 8321 liofilizada y sin liofilizar (fresca) en LB a 28°C y luego de 48 horas se 
realizaron recuentos de viables en agar LB como se muestra en la Figura A2. 
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Figura A2. Cuantificación de biofilm de Salmonella en presencia de Lb kefiri
8321 fresca,  liofilizada o secada por spray mediante recuentos Las barras
corresponden al recuento de Salmonella           , Salmonella incubada con Lb
kefiri 8321 fresca       , Salmonella incubada con Lb kefiri 8321 liofilizada
y secada por spray          . Letras diferentes representan diferencias
significativas con p<0.001
 
 
Como se observa en la Figura A2, tanto el lactobacilo fresco como liofilizado inhibieron 
significativamente la formación de biofilm de las cepas de Salmonella SE 101, 105 y 
115. La efectividad de los lactobacilos para inhibir el desarrollo de patógenos depende 
del número de células viables, siendo 107 a 109 UFC la cantidad recomendada por dosis 
de formulación para ser considerados probióticos (Ding y Shah, 2009; Mastromarino et 
al., 2013; Hill et al., 2014). Por lo tanto, durante el diseño de productos probióticos, el 
principal requisito tecnológico es la estabilidad microbiana durante el proceso de 
producción de biomasa (para incluir el número requerido microorganismos viables en 
el producto final) y durante el período de vida útil (du Toit et al., 2013; Domig et al., 
2014; Hill et al., 2014). La liofilización y la encapsulación son métodos ampliamente 
aplicados para preservar y proteger viabilidad microbiana (Pliszczak et al., 2011; Muller 
et al., 2013). En este sentido, la preservación de la viabilidad y de la capacidad de 
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inhibición del biofilm de Salmonella de la cepa de Lb kefiri 8321 luego de la liofilización 
indican que este lactobacilo podría resultar de interés para su utilización en el 
biocontrol de Salmonella la industria alimentaria.  
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La globalización del comercio y el estilo de vida aseguran que los factores responsables 
del surgimiento de enfermedades están más presentes que nunca. Las formas actuales 
de producción de alimentos con elevada demanda por parte de los consumidores y la 
tendencia a alimentos sanos, seguros, menos procesados, libres de agentes químicos 
agregados presentan un desafío para garantizar la calidad e inocuidad de los 
alimentos. A pesar de los avances biotecnológicos, los alimentos de origen animal 
todavía representan un problema para la salud debido a la presencia de patógenos, lo 
que causa además pérdidas de confianza y, en consecuencia, una caída de la demanda. 
Salmonella representa un importante problema de salud pública mundial y es una 
amenaza bacteriana zoonótica emergente en la industria avícola. Diversos casos 
registrados de salmonelosis en humanos muestran orígenes avícolas. Debido a la 
persistencia de Salmonella en biofilms en entornos de procesamiento de alimentos 
después de la limpieza y el saneamiento, es sumamente importante el estudio de 
nuevas estrategias de control y erradicación en la industria avícola. La formación de 
biofilms es un proceso complejo y altamente regulado que depende de la cepa 
bacteriana, las condiciones ambientales y las características de la superficie de 
adhesión. Además, la extensión de la vida útil de los alimentos con simples 
procedimientos tecnológicos accesibles para economías más pequeñas, la presencia de 
patógenos resistentes y la mejora de la salud animal y humana por medios naturales 
también debe tenerse en cuenta. 
La erradicación de Salmonella de superficies presente en granjas avícolas y de sus 
productos derivados es un tema actualmente el estudio. Trabajos previos demuestran 
que los métodos de limpieza y desinfección resulta inefectivo para la erradicación de 
esta bacteria en contextos de producción avícola (Rose et al., 2000; Davies y Breslin, 
2003; Ziech et al., 2016) mostrando una alta prevalencia de Salmonella en muestras 
ambientales después de la limpieza y desinfección. De esta manera, el uso de estrategias 
alternativas (solas o en combinación con otros antimicrobianos) que permitan el control 
de Salmonella en huevos es un campo de investigación actual sumamente relevante. 
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Por mucho tiempo, el uso de microorganismos competidores que controlan el 
desarrollo de patógenos ha sido ampliamente utilizado para mejorar la conservación 
de alimentos. La comprensión de los mecanismos de acción de los microorganismos 
antagonistas es un campo de estudio en crecimiento y la preservación biológica para 
asegurar la calidad higiénica de los alimentos se ha convertido en una importante 
herramienta. Las bacterias lácticas han sido parte de alimentos crudos y fermentados 
desde tiempos muy antiguos y por este motivo la asociación con la salud ha crecido 
entre los consumidores y se han vuelto cada vez más populares. En este contexto, las 
bacterias lácticas pueden representar una alternativa segura para evitar el crecimiento 
de microorganismos que pueden deteriorar los alimentos y causar enfermedades. Los 
organismos GRAS (generalmente reconocidos como seguros) ofrecen una alternativa 
para desarrollar alimentos libres de patógenos, particularmente evitando la 
contaminación, con un procesamiento mínimo y menor uso de aditivos mientras se 
mantienen las características sensoriales del alimento, con un impacto positivo en la 
calidad y la seguridad. La producción de ácidos orgánicos y una disminución del pH 
constituyen los principales mecanismos de biopreservación en alimentos fermentados. 
Sin embargo, los lactobacilos pueden producir otros antimicrobianos como 
metabolitos de bajo peso molecular (reuterina, reutericiclina, diacetilo, ácidos grasos), 
peróxido de hidrógeno, compuestos antifúngicos (propionato, fenilactato, 
hidroxifenilactato y 3-hidroxiácidos grasos) y bacteriocinas que pueden utilizarse en la 
bioconservación de alimentos. Estos y otros enfoques pueden usarse para prevenir y / 
o controlar la formación de biopelículas por bacterias patógenas. 
Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran una gran variabilidad de la 
capacidad de formación de biofilm entre las cepas de Salmonella, sobre distintas 
superficies abióticas presentes en la industria avícola y en diferentes condiciones de 
cultivo. Esta característica puede influir en la capacidad de la bacteria de persistir en el 
ambiente y conformar una potencial fuente de contaminación. Estos resultados 
deberán ser tenidos en cuenta para la aplicación de tratamientos preventivos de la 
contaminación de superficies con Salmonella o en la aplicación de nuevos métodos de 
control de este patógeno.  
En nuestro trabajo los lactobacilos, sus metabolitos, y sus proteínas aisladas de 
superficie mostraron capacidad para disminuir el biofilm formado por una cepa de S 
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Enteritidis aislada de una granja local. Así mismo, las bacterias lácticas, sus metabolitos 
presentes en el sobrenadante de cultivos, así como las proteínas aisladas de superficie, 
fueron efectivas para disminuir la formación de biofilm de Salmonella sobre cáscara de 
huevo, indicando que esta estrategia puede representar una manera segura y efectiva 
para disminuir la contaminación de Salmonella en granjas avícolas que persisten en el 
ambiente formando biofilms. Por otro lado, los lactobacilos conservados mediante 
técnicas de preservación como secado en spray y liofilización no afectaron la capacidad 
de inhibir la formación de biofilm de Salmonella. Esto puede constituir una forma de 
aplicación futura fácilmente manejable por parte de los productores avícolas. 
Por lo tanto, las cepas de Lactobacillus aisladas de alimentos empleadas en este 
estudio pueden aplicarse como estrategia de protección de superficies frente a la 
aparición de biofilms de Salmonella. Dado que encontramos que a las 24 horas 
Salmonella forma un biofilm maduro, esta aplicación deber realizarse en forma 
preventiva, para evitar la adhesión y maduración del biofilm. Es importante destacar 
que las cepas de lactobacilos interfirieron con la formación de biofilms de Salmonella 
en condiciones in vitro (en condiciones óptimas y de crecimiento estático para cepas 
de lactobacilos). En el ambiente alimentario la baja disponibilidad de nutrientes y la 
temperatura adversa son condiciones que podrían reducir el crecimiento y 
supervivencia de lactobacilos y esto sería una limitación para el uso de esta estrategia. 
Por otro lado, podrían reemplazarse tal vez parcialmente el uso de desinfectantes 
potencialmente tóxicos para la desinfección de los huevos por el sobrenadante de 
lactobacilos en forma de spray para cubrir mejor la superficie o mediante inmersión. 
En el lavado de huevos para reducir la carga microbiana de la cáscara, es importante 
tanto la temperatura utilizada como el tiempo de contacto del agua con el huevo ya 
que si se deja mucho tiempo esto puede provocar la entrada de agua. En algunos 
países la inmersión no es una técnica permitida porque puede aumentar la 
probabilidad de entrada de contaminantes. Otro factor a tener en cuenta es el 
momento de aplicación. Luego de la salida del huevo, la cutícula aún está húmeda y 
tiene una estructura abierta y porosa. Luego de los 7 días, la estructura se aplana y 
pierde parte de su capacidad para resistir el paso de líquidos. La práctica comercial 
actual tiene como objetivo minimizar el tiempo entre la colocación, la clasificación, el 
embalaje y la entrega al punto de venta y el lavado debe realizarse dentro de las 24 a 
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48 horas de la puesta. Una técnica utilizada es el aceitado de huevos para sellar los 
poros luego del lavado y se ha demostrado que esto preserva la calidad de la albúmina 
e impide el paso de microorganismos a través de la cáscara. Sin embargo, esta práctica 
no está permitida en varios países como en la Unión Europea, aunque se utiliza en 
Estados Unidos en producciones donde existe un riesgo de inadecuada refrigeración. 
En países desarrollados, la tendencia en la producción de huevos es el uso de sistemas 
sin aulas, a campo libre y establo, lo que podría tener un impacto en la calidad 
microbiológica de los huevos. También sigue este modelo la producción a pequeña 
escala. En estos casos, las técnicas de desinfección pueden volverse más importantes 
ya que las gallinas ponedoras están más en contacto con la basura, el estiércol y 
microorganismos que viven en el medio ambiente. 
Es importante resaltar que la utilización de lactobacilos en combinación con otras 
estrategias de control puede redundar en una mejora de la calidad de los alimentos, 
tal como plantea la tecnología de barreras múltiples. En este caso, el empleo de 
lactobacilos y sus metabolitos se podría aplicar junto con otras maniobras de 
prevención y conservación de los productos derivados y de contaminaciones 
ambientales tales como tratamientos térmicos, refrigeración, radiación, aceites 
esenciales, bacteriófagos, entre otros métodos, que inhiben el desarrollo de patógenos 
atacando diferentes objetivos.  
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PERSPECTIVAS
PERSPECTIVAS 
 
En la actualidad, muy pocos trabajos publicados dan cuenta de los mecanismos 
involucrados en la inhibición de biofilms mediante lactobacilos. En este sentido, se 
propone profundizar el estudio de la expresión de genes vinculados a diferentes 
estructuras y procesos involucrados en la formación de biofilm de Salmonella tales 
como producción de polisacáridos, proteínas de superficie y quorum sensing mediante 
el empleo de lactobacilos y sus metabolitos presentes en el sobrenadante del cultivo.  
Para confirmar si la capa S y los exopolisacáridos de bacterias lácticas son 
determinantes de la capacidad de formar biofilm, se propone purificarlas y determinar 
los efectos que produce su presencia y ausencia en la formación de biofilm.  
Además, ya que se sabe que la mayor parte de los biofilms en este tipo de ambientes 
son mixtos, se plantea estudiar los mecanismos de inhibición de Salmonella en estas 
estructuras para comprender los efectos de dicha interacción, así como identificar los 
genes diferenciales expresados en estas condiciones de crecimiento en biofilm en 
tiempo real. 
Por último, se proyecta evaluar la efectividad de la aplicación de lactobacilos y sus 
metabolitos en contextos de producción avícola como método de biocontrol de 
biofilms de Salmonella.    
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1. Medios de cultivo y buffers empleados 
Caldo Luria-Bertani (LB) 
Triptona 10 g/L 
Extracto de levadura 5 g/L (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia) 
NaCl 10 g/L 
pH 7,0 
Ágar LB 
Caldo LB adicionado con ágar-ágar en concentración 15 g/L. 
Caldo Brain Heart Infusion (BHI) (OXOID Ltd, Inglaterra) 
Infusión de cerebro y corazón (sólidos) 8,0 g/L 
Digerido péptico de tejido animal 5,0 g/L 
Digerido pancreático de caseína 16,0 g/L 
Cloruro sódico 5,0 g/L 
Glucosa 2,0 g/L 
Fosfato disódico de hidrógeno 2,5 g/L 
pH 7,4 ±0,2 
Agar BHI 
Caldo BHI adicionado de agar-agar en concentración 15 g/L. 
Caldo MRS (Difco, Detroit, USA) 
Peptona 10 g/L 
Extracto de carne 10 g/L 
Extracto de levadura 5 g/L 
D (+) glucosa 20 g/L 
K2HPO4 2 g/L 
Tween 80,1 g/L 
Citrato ácido de amonio 2 g/L 
Acetato de sodio 5 g/L 
MgSO4 0,1 g/L 
MnSO4 0,05 g/L 
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pH 6,5 ± 0,2 
Agar MRS 
Caldo MRS adicionado con agar-agar en concentración 15 g/L. 
Agar Hektoen entérico (Britania, Bs As, Argentina) 
Proteasa peptona 12 g/L 
Extracto de levadura 3 g/L 
Sales biliares 9 g/L 
Lactosa 12 g/L 
Sacarosa 12 g/L 
Salicina 2 g/L 
Cloruro de solio 5 g/L 
Tiosulfato de sodio 5 g/L 
Citrato de hierro y amonio 1,5 g/L 
Azul de bromotimol 0,065 g/L 
Fucsina ácida 0,1 g/L 
Agar 14 g/L 
pH 7,5 ± 0,2 
Buffer PBS  
KH2PO4 0,14 g 
Na2HPO4 0,79 g 
NaCl 9 g 
Agua bidestilada c.s.p 1 L 
pH 7,4 
Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM) (Gibco, Grand Island, 
N.Y., USA) 
Suero fetal bovino Inactivado (PAA) 180 ml 
Aminoácidos no esenciales (GIBCO BRL Life Technologies Rockville, MD, USA) 13 ml 
Penicilina/ Streptomicina (1000 IU/ml, 1000 μg/ml) 13 ml 
Gentamicina (50 mg/ml) Parafarm, aporiti SACIFIA, Buenos Aires, Argentina 10 ml 
NaHCO3 2 g/l 
Agua farmacológica c.s.p 1 l 
pH 7,0 ± 0,2 
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El suero fetal bovino se inactiva 30 min a 60 °C. Una vez preparado, el medio se esteriliza 
por filtración a través de una membrana de 0,22 μm. 
Medio DMEM base 
Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium 
(DMEM), (Gibco, Grand Island, N.Y., USA) 1000 ml 
NaHCO3 2 g/l 
pH 7,0 ± 0,2 
Una vez preparado, el medio se esteriliza por filtración a través de una membrana de 
0,22 μm. 
2. Corrida electroforética SDS  
 Acrilamida- bisacrilamida  
Acrilamida 48 g 
Bisacrilamida 1,5 g 
H2O bidestilada c.s.p 100 ml 
Se conserva entre 7 y 10 °C. 
 Buffer de corrida 5X 
Glicina 72 g 
Tris 15 g 
HCl 0,225 M 
SDS 5 g 
H2O bidestilada c.s.p 1000 ml 
Llevar a pH 8,25 aproximado con HCl 
 Buffer separador 4 X 
Tris 27,2 g 
SDS 0,6 g 
TEMED 0,6 ml 
H2O bidestilada c.s.p 150 ml 
 Buffer Stacking (separador) 
Tris 3 g 
SDS 0,2 g 
TEMED 0,2 ml 
H2O bidestilada c.s.p 50 ml 
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 Buffer muestra 
Buffer stacking 4 ml 
SDS 0,16 g 
Glicerol 4 ml  
Azul de bromofenol 1 gota 
Β-mercaptoetanol 5% 
Preparación de geles 
 
 
Buffer 
separador 
(ml) 
Buffer 
Stacking 
(ml) 
Agua 
bidestilada 
(ml) 
Acrilamida- 
bisacrilamid
a 30.8% (ml) 
Persulfato 
de 
amonio 
10% (µl) 
Gel separador 
acrilamida-
bisacrilamida* 
2,50 - 3,25 4,25      70 
Gel stacking - 0,875 0,98 0,455 45   
*(1 mm espesor) 
 
Solución de fijación 1: 30 ml etanol 96° + 2 ml H3PO4 85 % p/p + 68 ml agua destilada. 
Solución de fijación 2: 4 ml H3PO4 85 % p/p + 196 ml agua destilada 
Solución de Coomasie: 18 ml etanol 96° + 7 ml H3PO4 85 % p/p + 15 gr (NH4)2SO4 + 75 
ml agua destilada + 1 ml Coomasie G 250 2 % p/V. 
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